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Beitrag zur Kenntnis der Struktur von Aminosduren, 
Polypeptiden und verwandten Verbindungen. 
Von 
Emil Abderhalden und Richard Haas. 


Mit 10 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. November 1926.) 


In einer friiheren Arbeit*) haben wir nachgewiesen, dab 
die Absorption des ultravioletten Lichtes durch die Lésung einer 
Aminosiure von der Art ihrer Darstellung abhingig ist.?) Dieser 
Befund ist deshalb von ganz besonderem Interesse, weil seiner- 
zeit Emil Fischer festgestellt hat, daB Aminosiuren, die 
mittels Alkohol zur Ausfaillung kommen, bei der Chlorierung 
hedeutend bessere Ausbeute liefern als aus Wasser gewonnene.’) 
Im Laufe der Zeit ist eine ganze Reihe von Strukturformeln 
fiir Aminosiuren zur Diskussion gelangt. Von diesen verdient 
die von P, Pfeiffer’) und N. Bjerrum) vertretene Anschauung 
einer bipolaren Struktur der Aminosiiuren ganz besonderes 
Interesse. Betrachten wir die folgenden Formulierungen: 


+H,N—R—COO- —-«xH,N—R-COOH —-H,N—R—C0<O) 
I. I. a 
+H,N—R-COOH —-H,N—R—COO-, 
IV. v. 


1) Diese Zs. Bd. 155, S. 196 (1926). 

*) Vgl. hierzu auch die Anschauung von Biltz und Paetzold, 
Ber. 55, 1066 (1922). 

®) Chem. Ber. Bd. 38, S. 2914 (1905); siehe dazu auch K. G. Falk 
und K. Sugiura, Jl. of Biol. Chem. Bd. 34, S. 29 (1918). 

*) Chem. Ber. Bd. 55, S. 1763 (1922). 

*) Zs. physikal. Chem. Bd. 104, S. 147 (1928). 
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9 Emil Abderhalden und Richard Haas, 


dann spricht manches dafiir, daB die Struktur der Form I, die 
nach der Bezeichnung von F, W. Kister’) ein Zwitterion 
darstellt, den aus Wasser krystallisierten Aminoséuren zukommt, 
wihrend die mit Alkohol gefillten Aminosiuren einen gréBeren 
Anteil der Form II enthalten. Wir wollen diese ,,Aminocarb- 
oxylform“ nennen und zwar deshalb, weil die den Gegensatz 
zum Zwitterion an und fiir sich besser zum Ausdruck bringende 
Bezeichnung Neutralform leicht zu Verwechslungen mit dem 
sogenannten inneren Anhydrid (Form III) Veranlassung geben 
kann. Formel II bringt die Fahigkeit der leichteren Chlorier- 
barkeit der mit Alkohol gefillten Aminosiuren gut zur An- 
schauung. 

Da sowohl in den sauren, wie in den alkalischen Lésungen 
der Aminosiuren infolge der starken hydrolytischen Dissoziation> 
ihrer Salze Form II neben dem Kation IV, beziehungsweise 
dem Anion V zum grofen Teil vorhanden ist, miissen, wenn 
unsere oben gemachten Annahmen richtig sein sollen, diese 
Lésungen stirker absorbieren als die Aminosiiuren am_ iso- 
elektrischen Punkt.*) 

In Fig. 1 sind die Absorptionskurven des Glykokolls und 
seiner Lésungen in Salzsiure und Natronlauge wiedergegeben. 
Das Absorptionsvermégen der alkalischen Liésung ist nicht 
sofort konstant, sondern nimmt nach der Herstellung der Lisung 
allmihlich zu, um nach einer gewissen Zeit, bei 0,5 n-Natron- 
lauge z.B. nach ungefahr 2 Tagen, zum Stillstand zu kommen. 
Ks erscheint wenig walhrscheinlich, da8 dies auf einer all- 
mahlichen Umwandlung der Form I in Form V und daraus 
in Form II beruht, da diese Vorginge als Ionenreaktionen 
mit gréBerer Geschwindigkeit verlaufen. Kher kénnte man 


) Zs. anorg. Chem. Bd. 18, S. 136 (1896). 

*) Uber die quantitativen Zusammenhiinge zwischen der Ab- 
sorption und dem Grad der hydrolytischen Dissoziation werden wir 
demniichst berichten. 

*) Nachdem wir den gréBten Teil unserer Versuche beendet hatten, 
erschien die Arbeit von H. Ley und F. Volbert, Chem. Ber. Bd. 59, 


S. 2119 (1926) in der an anderen Ampholyten erhaltene, ihnliche Ergeb- 
nisse beschrieben werden. 
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annehmen, daB unter dem Hinflu8 der Hydroxylionen folgende 
Umlagerung stattfindet: 4) 
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seelemadiaatdatia Tact Fig. 2. 


1) Vgl. dazu J.Schmidt, Untersuchungen auf dem Gebiet der 
Tautomerie und Desmotropie im Handbuch der biologischen Arbeits- 
methoden (herausgeg. von Emil Abderhalden) Abteilung J, Teil1, $.302 
Berlin u. Wien 1925. 

1 * 














4 Emil Abderhalden und Richard Haas, 


wie sie wohl der Racemisation der optisch aktiven Amino- 
siuren unter der EKinwirkung von Alkalien zugrunde liegt. 
Doch ist diese Umlagerung sicher nicht die Ursache der Ab- 
sorptionszunahme, da wir diese auch bei der «-Amino-isobutter- 
siure (vgl. Fig. 2), die am «-Kohlenstoff kein Wasserstoffatom 
besitzt und also zu dieser Umlagerung nicht fihig ist, be- 
obachten konnten, und da wir bei optisch aktiven Aminosiuren 
keinen Zusammenhang zwischen Absorptionsinderung und 
Racemisation fanden. 
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Fig. 3. 





Bei den beiden isomeren «-Aminobuttersiiuren ist auf- 
fallend, daB die alkalischen Loésungen annihernd die gleiche 
Absorption zeigen, wogegen die Aminosiiuren selbst sich im 
Verlauf ihrer Absorptionskurven stark unterscheiden. 

Um den EinfluB der Salzbildung auf die Absorption nicht 
amphoterer organischer Siuren und Basen zu zeigen, sind in 
Fig. 3 die Absorptionskurven der Essigsiure und des Natrium- 
acetats') und in Fig. 4 die des Glykokollithylesters und seines 
Chlorhydrats, alle in 0,5-molarer wiSriger Lésung, dargestellt. 
In beiden Fallen beobachten wir bei der Salzbildung eine 
Abnahme der Absorption in dem hier untersuchten Wellen- 


— 





1) Siehe auch J. Bielecki und V. Henri, Chem. Ber. Bd. 46, 
S. 1304 (1913). 
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lingenbereich auf ungefihr ein Drittel. 


Dagegen zeigt das 





















































Betain (Fig. 5) dieselbe Absorption wie sein Chlorhydrat, woraus 
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4, 


stark absorbiert wie das Betainkation, was im Gegensatz zu 
den Auffassungen von Ley und Volbert?) steht. 
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Die bedeutende Erhéhung der Absorption der Aminosiiuren 
bei der Salzbildung finden wir bei den Polypeptiden nicht. 


1) a.a.O. S. 2129, 


da. 
ee 








6 Emil Abderhalden und Richard Haas. 


Beim Alanyl-alanin tritt tiberhaupt keine Anderung auf. Bei 
den anderen bisher untersuchten Polypeptiden, Glycyl-d, l-leucin 
(Fig. 6) und d,1-Leucyl-glycyl-glycin (Fig. 7) liegen die Ab- 
sorptionskurven nahe beieinander und schneiden sich, so dag 
also in einem Teil des Spektrums das ,,Salz“ stirker absorbiert 
als das Polypeptid und in einem anderen Teil umgekehrt.') Auch 
hier scheint uns zur Erklarung die bipolare und die Amino- 
carboxylform ausreichend. Wir nehmen an, da8 in den Poly- 
peptiden hauptsiichlich die letztere Form vorhanden ist. Dies 
stimmt auch gut damit iiberein, daB sich die Polypeptide viel 
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Fig. 7. 


besser chlorieren lassen als die Aminosiiuren. Auch wiirde 
damit in Kinklang stehen, daf die Polypeptide trotz ihres 
hdheren Molekulargewichts zum groBen Teil einen niedrigeren 
Schmelzpunkt?) haben als die sie aufbauenden Aminosiuren. 

Fig. 8 zeigt die Absorptionskurven des Kreatins (Formel V1) 
und des Kreatinins (Formel VII). Die Unterschiede in der Ab- 
sorption sind sehr gro’, was durch die doppelte Wirkung des 
Ringschlusses unter Bildung der CO—NH-Bindung einerseits 


-_ 


1) Dies konnten wir auch bei Stoffen aus anderen Kérperklassen, 
z. B. den Aminen, beobachten und sind zur Zeit damit beschiftigt, diese 
Erscheinung niiher zu untersuchen. 

*) Siehe dazu P. Pfeiffer a.a.0.; im Widerspruch dazu stehen 
die Befunde von K. Falk u. K. Sugiura am Glykokoll, a.a.0O. S. 34. 
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und der damit verbundenen Aufgabe seiner Kigenschaft als 
Zwitterion anderseits zu erkliren ist. Damit und mit den 
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sonstigen oben ausgefiihrten Anschauungen stimmt auch der 
nicht viel geringere Unterschied in der Absorption von Amino- 
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siure und Dipeptid (wobei man zum Vergleich 1 Mol Dipeptid 
2 Molen Aminosiiure gleichsetzen muB, wie dies in der punk- 
tierten Kurve der Fig.9 gemacht wurde) iiberein. Viel kleiner 
ist der Unterschied beim Ubergang des Dipeptids in das An- 
hydrid, wie in einer friiheren Arbeit ausgefiihrt wurde.) 


H 
_Ni,* os 
NN—CH,—COO- NN—CH,C=0 

| | 
CH, CH, 
VI. VIL. 


Die hier mitgeteilten Beobachtungen lassen sich statt mit 
der bipolaren Struktur geradeso gut mit der Formel III, also 
unter Annahme einer inneren salzartigen Bindung, erkliren. 
Einen direkten Nachweis der bipolaren Struktur ,,durch eine 
optische Orientierung der Molekiile zur Strombahn“ (G. Bredig)’) 
konnten wir nicht erbringen. Wir legten zu diesem Zweck 
mittels zweier in einer Entfernung von 4 cm angebrachter, 
1qem groBer Platinblechelektroden an verschiedenen Lésungen 
von Aminosiuren und Polypeptiden Spannungen bis zu 150 Volt 
an und verwandten zur Bestimmung der Brechung das Ein- 
tauchrefraktometer nach Pulfrich, konnten aber nie eine 
Anderung des Brechungsvermégens bei Stromdurchgang be- 
obachten. 

Schon oft wurde versucht, Eisensalze der Aminosauren 
herzustellen, doch ist dies bisher nie gelungen.’) Wir konnten 
nun mit Hilfe der Untersuchung der Ultraviolettabsorption 
zeigen, daB Lésungen von Aminosiuren mit frisch gefalltem 
Hisen-(3)-hydroxyd reagieren. Kurve 2 in Fig. 10 stellt die 
Absorption einer 0,l-molaren Glykokollésung, die mit sehr 
wenig frisch gefalltem Kisen-(3)-hydroxyd eine Stunde lang bei 
50° geschiittelt wurde, dar. Bei Anwendung gréBerer Mengen 





1) Diese Zs. Bd. 160, S. 256 (1926). 

®) Zs. physikal. Chem. Bd. 13, S. 289 (1894), insbesondere S. 323 
Anm. Vgl. dazu auch W. Nernst, Theoretische Chemie, 8.—10. Aufl. 
S. 440, Stuttgart 1921. 

5) Siehe dazu u.a. E. Abderhalden und K.Kautzsch, Diese 
Zs. Bd. 64, S. 447 (1910), insbesondere S. 456. 
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des Kisenhydroxyds beobachteten wir nicht nur keine Erhéhung 
der Absorption, sondern eine Verminderung. Kin Teil des 
Glykokolls und wahrscheinlich auch das gebildete Hisensalz 
waren vom Hisenhydroxyd adsorbiert worden. Aber auch in 
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den unter den oben angegebenen Bedingungen hergestellten 
Lésungen sind nur ganz verschwindend geringe Mengen des 
Kisensalzes vorhanden, denn wir konnten bis jetzt das Eisen 
darin nach den iiblichen Reaktionen noch nicht nachweisen. 














Zur Kenntnis des Papains. 


(III. Abhandlung itiber Enzymadsorption, zugleich 
VII. Abhandlung iber pflanzliche Proteasen in der 
von R. Willstitter und Mitarbeitern begonnenen Reihe,) 

Von 
Heinrich Kraut und Erwin Bauer. 


Mit 5 Figuren im Text. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften 
in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. November 1926.) 


Mit dem Studium der enzymatischen Wirkungsweise des 
Papains aus dem Milchsaft des Melonenbaumes haben R. Will- 
stitter und W. Grassmann}?) eine Untersuchungsreihe iiber 
pfianzliche Proteasen erdffnet. Sie bestatigten die Aktivier- 
barkeit dieses Enzyms durch Blausiure und stellten Unter- 
schiede in der Spezifitit des aktivierten und des nichtaktivierten 
Fermentes fest (I. und Il. Abhandlung). Der Vergleich mit 
anderen pflanzlichen Proteasen ergab, daB die Enzyme des 


1) I. Abhandlung: R. Willstitter und W. Grassmann, Uber die 
Aktivierung des Papains durch Blausiiure, Diese Zs. Bd. 188, S. 184 
(1924). — II. Abhandlung: R. Willstitter, W. Grassmann und 
O. Ambros, Blausiiure-Aktivierung und -Hemmung pflanzlicher Proteasen 
und III. Abhandlung: R. Willstitter, W.Grassmann und 0. Ambros, 
Substrat und Aktivitiétsoptimum bei einigen proteolytischen Reaktionen, 
Diese Zs. Bd. 151, S. 268 und 307 (1926). —- IV. Abhandlung: R. Will- 
stiitter, W. Grassmann und O. Ambros, Uber die ereptischt Kompo- 
nente einiger Pflanzenproteasen und YV. Abhandlung: R. Willstitter, 
W. Grassmann und O. Ambros, Uber die Einheitlichkeit einiger 
Pflanzenproteasen, Diese Zs. Bd. 152, 8. 160 und 164 (1926). — VI. Ab- 
handlung: R. Willstitter und W. Grassmann, Uber die Proteasen 
der Hefe, Diese Zs. Bd. 153, S. 250 (1926). 
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Melonenbaumes und der Ananasfrucht (IJ. Abhandlung) nahe 
verwandt oder identisch, aber wesentlich verschieden von denen 
des Kiirbisses und der Hefe (VI. Abhandlung) sind. Zur Ent- 
scheidung der wichtigen Frage nach der EKivheitlichkeit dieser 
Proteasen (V. Abhandlung) priiften die Forscher ihre Wirkung 
gegen verschiedene Substrate mit den rohen und mit gereinigten 
Enzymlésungen, in der Absicht, das Vorliegen eines Gemisches 
durch quantitative Unterschiede der Wirkung auf die Substrate 
im Verlauf von Reinigungsprozessen zu konstatieren. Unter 
den Reaktionen, welche die EKinheitlichkeit des proteolytischen 
Fermentes im Succus Caricae Papayae erwiesen, fand auch 
die Adsorption an Aluminiumhydroxyd Verwendung. 

Die Adsorption hat sich bei vielen Enzymen als bestes 
Reinigungsverfahren bewabrt, beim Papain brachte sie keinen 
oder fast keinen Reinigungserfolg. Wihrend das p,-Optimum 
der Adsorption an Tonerde bei allen niher untersuchten En- 
zymen in saurem oder neutralem Gebiet liegt, wird das Papain 
an Tonerde maximal aus schwach alkalischer Lésung gebunden 
(I. Abhandlung). Diese beiden Eigentiimlichkeiten lassen es 
als Gegenstiick zum Invertin erscheinen, durch dessen Ad- 
sorption R. Willstaitter bekanntlich die gré8ten Reinigungs- 
erfolge erzielte, und an dessen Beispiel wir das Adsorptions- 
verhalten der Enzyme eingehend studiert haben.') Unsere 
Untersuchung beschiftigt sich nun mit der Frage, weshalb die 
Adsorption des Papains an Tonerde und seine Freilegung aus 
dem Adsorbat von so geringem Reinigungserfolg begleitet war, 
und durch welche Mittel diese Methode trotzdem zur Reinigung 
des Papains nutzbar gemacht werden kann. 

Beim Studium der Invertinadsorption haben wir den Zu- 
sammenhang aufgesucht, der zwischen dem Erfolg der Reinigungs- 
maBnahmen und der Form der Adsorptionskurven des Invertins 
an 'Tonerde besteht (wobei die Kurven die Beziehung zwischen 
der Konzentration in der Restlésung und im Adsorbat aus- 





') Uber Enzymadsorption I und II von H. Kraut und E. Wenzel 
(VI. und VII. Abhandlung, Zur Kenntnis des Invertins von R. Will- 
stitter und Mitarbeitern), Diese Zs. Bd. 133, S. 1 (1924) und Bd. 142, 


S. 71 (1925). 
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driicken). Wir haben gefunden, daB sich die Gegenwart 
weiterer adsorbierbarer Stoffe neben dem Enzym in einer 
Abweichung seiner Adsorptionskurve von der normalen Ad- 
sorptionsisotherme kenntlich macht, und da8 man aus der Art 
dieser Abweichung Schliisse auf die einzuschlagenden Reinigungs- 
operationen ziehen kann. Zwischen den Adsorptionskurven 
des Papains aus Succuslésungen und denen des Invertins, z. B. 
aus einem Hefeautolysat, besteht ein grundlegender Unterschied 
(siehe Fig. 1). Die Kurve des Invertins (3) ist konkav gegen 
die Abszisse, die des Papains (2) aber konvex. Von den 
kleinsten Zusitzen des Adsorptionsmittels wird relativ viel 
Papain, aber wenig Invertin aufgenommen; bei weiterem Ad- 
sorbenszusatz steigen die Adsorptionswerte des Invertins, die 
des Papains fallen. Es zeigt sich, daB Liésungen, die dem 
Beispiel des Invertins folgen, der Reinigung durch Adsorption 
zugiinglich sind, die anderen sehr viel weniger. Da wir als 
die Ursache dieses Unterschiedes eine Differenz der fiir die 
Adsorption wirksamen Konzentrationen zwischen den Enzymen 
und ihren Begleitern erkannt haben, so bezeichnen wir in den 
beiden Beispielen das Invertin als einen Stoff in begiinstigter, 
das Papain als einen in benachteiligter Konzentration. Um 
auch das Papain der Reinigung durch Adsorption zuginglich 
zu machen, lassen sich danach zwei Wege einschlagen, die 
Herstellung méglichst konzentrierter Lésungen, um die Unter- 
schiede im Adsorptionsverhalten des Enzyms und seiner Be- 
gleitstoffe auszugleichen, und die Entfernung eines Teils der 
Begleitstoffe vor der Adsorption, so daB das Enzym in ein 
begiinstigtes Konzentrationsverhiltnis zu seinen Begleitern 
gerit. fiir die von uns aufgestellte Theorie der Adsorption 
von Gemischen ist es eine starke Stiitze, daB beide Wege sich 
als gangbar erwiesen haben; allerdings ist der Erfolg der 
Konzentrationserhéhung fiir die praiparative Reinigung durch 
Adsorption noch zu gering. 

Durch diese Erkenntnis ist die Abtrennung des Papains 
von seinen unwirksamen Begleitern nur um ein kleines Stiick 
gefordert worden. Ks gelang, die durch Ferrocyankalium und 
Essigsiure fillbaren KiweiBkérper abzutrennen und durch Be- 
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handlung mit Erepsin den Nachweis zu fiihren, daB einfache 
Peptide kein integrierender Bestandteil des Papains sein kénnen. 
Peptone und Polypeptide von dem Enzym zu trennen ist noch 
nicht gelungen. 


Zwei Schwierigkeiten sind es besonders, die sich der Rei- 
nigung des Papains entgegenstellen: die Ungenauigkeit der 
Bestimmungsmethode, die eine richtige Beurteilung des Er- 
folges oder MiBerfolges von Reinigungsmafnahmen vereitelt, 
und die Unbestindigkeit reiner Knzymlésungen, welche die 
Kntfernung gewisser Begleitstoffe verbietet. 


Als Ma8 des Papains verwenden wir die von ihm nach 
Aktivierung durch Blausiure in bestimmten Zeitriumen aus 
Gelatine frei gelegten Carboxylgruppen, die durch Titration in 
alkoholischer Lésung nach der Methode von R. Willstatter 
und EK. Waldschmidt-Leitz!) mit hinreichender Genauigkeit 
feststellbar sind. Trotzdem sind zahlreiche Widerspriiche in 
bezug auf die Ausbeuten aufgetreten, und hiufig die Erwar- 
tungen, die in eine ReinigungsmaBnahme gesetzt wurden, ent- 
tiuscht worden. Beim Vergleich einer gréSeren Reihe von 
Priiparaten ergab sich schlieflich, daB bei einem Drittel in 
irgend einem Stadium der Reinigung Ausbeuten tiber 100°/, 
auftraten, ja da8 man durch einfache Operationen die im 
Succus bestimmbare Wirkung bis auf das 11/,fache erhéhen 
kann, Wir haben aus diesen Beobachtungen geschlossen, dab 
das Papain im Succus von einem Hemmungskorper seiner 
Wirkung begleitet ist, dessen Abtrennung oder Anreicherung, 
Krhaltung oder Zerstérung die Verantwortung fiir die Un- 
genauigkeit der Bestimmungsmethode trigt. Die Erhéhung 
der Papainwirkung durch Verdauung mit Erepsin lehrt, daB 
der Hemmungskérper zur Klasse der Peptide gehdrt. Da es 
nicht gelang, eine sichere Methode fiir seine Abtrennung zu 
finden, sind alle Bestimmungen mit einer groBen Unsicherheit 
behaftet. Hiufig laBt es sich nicht entscheiden, ob gute Aus- 
beuten und grofe Reinigungserfolge nicht durch Entfernung 


*) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 
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des Hemmungskérpers, schlechte durch seine Anreicherung 
vorgetauscht sind. 

Das Papain erinnert in dieser Beziehung sehr an ein 
anderes pflanzliches Enzym, die Peroxydase, deren Hemmung 
durch einen Begleitstoff von R. Willstatter und A. Pollinger 
aufgefunden wurde.') Die Schilderung vieler ihrer Beobach- 
tungen an der Peroxydase laBt sich fast wortlich auf das 
Papain iibertragen. Die beiden Enzyme unterscheiden sich 
nur insofern voneinander, als die Gegenwart eines Hemmunes- 
kérpers sich bei der Peroxydase erst in héheren Reinheits- 
stadien bemerkbar macht, wihrend die Hemmung des Papains 
schon in seiner Handelsform, dem Succus Caricae Papayace, 
feststellbar ist. Das Papain besitzt ttberhaupt in den Succus- 
lésungen Kigenschaften, die wir sonst erst bei reineren Enzymen 
anzutreflen gewohnt sind. Bringt man es nur auf wenig hoéhere 
Reinheitsgrade, z.B. auf das Fiinffache, so verliert es bei weiteren 
Reinigungsversuchen seine Bestindigkeit so sehr, dab der Evr- 
folg dadurch véllig kompensiert wird. Bei anderen Enzymen 
sind wir gewohnt, Steigerungen der Reinheit auf das Fiinffaclie 
als unbedeutend anzusehen, und selbst solche auf das 100fache 
sind hiufig noch nicht als wesentliche Anderungen des Systems 
zu betrachten. Das Papain scheint in der Tat in besonders 
konzentriertem Zustand im Milchsaft des Melonenbaumes vor- 
zukommen. Nimmt man die Identitait des Papains und des 
Bromelins der Ananas als erwiesen an, so ist das Knzym in 
den besten Priiparaten aus dieser Frucht, die durch Fillung 
mit Ammonsulfat gewonnen sind und den 10- bis 20fachen 
Reinheitsgrad des PreBsaftes besitzen, immer noch vierma! 
unreiner als das Ausgangsmaterial unserer Untersuchung, der 
Succus Caricae Papayae. Wichtig fiir die Erklirung der Un- 
bestindigkeit erscheint aber auch die Einheitlichkeit der das 
Papain begleitenden Stoffe. Im Succus fanden wir nimlich 


) III. Abhandlung iiber Peroxydase, Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 430, S. 269 (1923). Auch bei der Tonerdeadsorption des Trypsins 
aus Pankreasdriisen beobachteten K. Willstaitter und H. Persie! 
Steigerungen der Wirksamkeit, die sie auf die Entfernung eines Hem- 
mungskérpers zuriickfiihren. [Diese Zs. Bd. 142, 8, 245 (1925.)] 
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trotz seiner pflanzlichen Herkunft gar keine Kohlehydrate, 
sondern neben wenig Harzen oder Sterinen, die schon bei den 
ersten Schritten der Reinigung zuriickbleiben, nur Eiweib- 
korper und ihre Abbauprodukte. Bei den bekannten Schwierig- 
keiten ihrer Trennung ist es einleuchtend, daB man entweder 
keinen Reinigungserfolg erzielt oder aber so viel von den Be- 
gleitstoffen entfernt, daB dem KEnzym auch die zu seiner Be- 
stiindigkeit notwendigen genommen werden. 

Die Begleitstoffe spielen aber nicht nur die Rolle von 
Stabilisatoren, sondern auch diejenige von Koadsorbentien; 
reineres Papain ist nimlich noch weniger adsorbierbar. Da 
an der Unbestiindigkeit des Enzyms eine weitere Reinigung 
scheitert, haben wir versucht, den Nachweis, ob die natiirlichen 
Begleiter des Papains aus bekannten Kérperklassen fiir seine 
Wirkung notwendig sind oder nicht, auf andere Weise zu 
fihren. Wir haben dem Papain als Stabilisator und Ko- 
adsorbens Hefegummi zugesetzt, dem eine iihnliche Rolle als 
Begleiter des Invertins zukommt. Diesen Hefegummi kann 
man selbst in kleinen Mengen leicht quantitativ bestimmen 
und so die Reinheit des neben ihm vorhandenen Papains auch 
ohne seine Abtrennung feststellen. Die Kntfernung der EKiweib- 
abbauprodukte ist noch nicht beendet. Immerhin sind wir 
auf diesem Wege zu den bisher reinsten Papainpriiparaten ge- 
langt, die neben Hefegummi nur noch den zehnten Teil der 
im Succus vorhandenen Stoffe enthalten. 


I. Zur Bestimmung des Papains. 


Als Bestimmungsmethode unseres Enzyms diente die von 
R. Willstitter und W. Grassmann ausgearbeitete Titration 
der nach Aktivierung des Papains mit Blausiure aus Gelatine 
freigelegten Carboxylgruppen.'!) Die Genauigkeit der Bestim- 
mung ist gegeben durch die Erkennungsgrenze des Umschlags- 
punktes bei der Titration in 90°/,igem Alkohol mittels Thymol- 
phthalein als Indicator, die von R. Willstitter und W. Grass- 
mann auf +0,04 ccm n/5-KOH angegeben wird. Im optimalen 











') Diese Zs. Bd. 138, S. 184 und zwar S. 201 (1924). 
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Bestimmungsbereich von 20—40 P.E. bedeutet diese Menge 
einen Fehler von 12—15°/, des angewandten Enzyms. Wir 
beobachteten aber so zahlreiche Abweichungen, die weit auBer- 
halb der Grenze der Versuchsfehler liegen, daB wir zu dem 
SchluB gezwungen sind, die Aktivierung des Enzyms durch 
Blausiure iiberwinde keineswegs alle anderen Einfliisse auf 
den Reaktionsverlauf.') Es mu8 vielmehr zum mindesten ein 
spezifischer Hemmungskérper der Papainwirkung im Succus 
Caricae Papayae vorhanden sein. 

Bekanntlich gilt als Einheit der Papainmenge (P.E.) die 
Wirksamkeit von 1 mg des trockenen Succus Caricae Papayae 
(Merck). Den Reinheitsgrad des Papains bezeichnen wir nach 
der Vorschrift von R. Willstatter und R. Kuhn”) als Papain- 
wert (P. W.), definiert durch die Zahl von Papaineinheiten in 
1 mg Priaparat. Allein die Wirksamkeit des Papains la8t sich 
durch einfache Operationen betrichtlich steigern, z. B. durch 
Filtrieren der Succuslésungen mit Kieselgur (0,1—1 mg auf 1 P.E)). 
Die Aktivititssteigerung betrug hier im Maximum 45°/,, ge- 
wohnlich um 20°/, der scheinbaren Kinheiten. Dasselbe be- 
wirkt oft schon die Extraktion des Succus mit Chloroform, 
vor allem bei Gegenwart einer Spur Ammoniak oder Natron- 
lauge. Ebenso erhéht Zusatz von Ammoniak zur Alkohol- 
fillung der Succuslésungen (auch der mit Chloroform extra- 
hierten) die Ausbeuten, die dadurch gelegentlich iiber 100 und 
bis zu 150°/, betragen. Sogar der einfache Ammoniakzusatz zu 
Succuslésungen kann Aktivitiitszunahmen bis zu 44°/, bewirken. 
Die gréBte Steigerung wies ein Praparat auf, das eine Ex- 
traktion mit Chloroform unter Ammoniakzusatz, eine Alkohol- 
faillung unter Ammoniakzusatz und eine 90stiindige Dialyse 
durchgemacht hatte. Seine Wirksamkeit iibertraf diejenige 
des angewandten Succus um 75°/, der scheinbaren Kinheiten. 

Diese Ausbeutesteigerungen sind manchmal Zeitreaktionen: 
so fanden wir in einer mit Bleiessig und Alkoholfillung ge- 
reinigten Lésung nach 4 Wochen 55°/,, nach 9 Wochen 73°), 





1) Siehe die entsprechende Vermutung yon Willstitter u. Grass- 
mann auf 8, 204 der zitierten Abhandlung. 
*) Chem. Ber. Bd. 56, S. 509 (1923). 
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yom Papaingehalt des angewandten Succus, in einem mit Chloro- 
form extrahierten, trocken aufbewahrten Succus 5 Wochen nach 
der Herstellung 2°/, Abnahme, nach 13 Wochen 52°/, Zunahme. 

Adsorbiert man gesattigte Succuslésungen mit Tonerde, 
so findet man in der Halfte der Restlésungen mehr Papain- 
einheiten, als zum Versuch verwendet waren. Dazu lassen sich 
aus den Adsorbaten noch betrichtliche Papainmengen, meist 
10—30°/, des angewandten, eluieren. Auch in den Tonerde- 
adsorptionen aus reineren Liésungen beobachtet man diese Er- 
scheinung. Kin Adsorbat aus durch Selbstverdauung gereinigter 
Lésung gab eine Elutionsausbeute von 179°/, der Papainmenge, 
die nach dem Gehalt der Restlésung als adsorbiert berechnet 
worden war. In anderen Fallen fanden wir 104, 106, 142°/, 
des zur Adsorption angewandten Papains in den Restlésungen 
und konnten doch in den entsprechenden Versuchen 50, 25 
und 15°/, aus den Adsorbaten eluieren. Man kann den Uber- 
gang des Hemmungskoérpers in das Adsorbat und in die Elution 
nachweisen; zu einem Adsorptionsversuch aus gesittigter Succus- 
lésung wurden 8900 P.E. und 1140 mg Al,O, in 60 ccm an- 
gewandt. Die Restlésung enthielt 10500 P.E. Das Adsorbat 
wurde mit 25°/,igem Alkohol gewaschen und dann mit n/50- 
Kssigsiure eluiert. In der Elution fanden sich 1120 P.E. vor. 
Wir adsorbierten sowohl die Restlisung, als auch die Elution 
nochmals an Tonerde und fanden die Adsorption der Rest- 
lésung normal, dagegen bei der Adsorption von 87 P.E. der 
Elution mit 62 mg Al,O, in 25 com wiederum 110 P.E. in der 
neuen Restlisung. 

Wahrend bei Extraktionen, Fallungen und Adsorptionen 
die Entfernung des Hemmungskérpers als hinreichender Grund 
der Aktivitatssteigerung erscheint, stéBt die Erklirung der 
Steigerung durch Ammoniakzusatz auf gréBere Schwierigkeiten. 
An eine p,,-Verschiebung ist nicht zu denken, da die Be- 
stimmung unter Pufferzusatz ausgefiihrt wird, und das p,- 
Maximum der Enzymwirkung aus der Untersuchung von 
R. Willstatter und W. Grassmann genau bekannt ist 
(Py, = 5,0). Man kann vielleicht annehmen, daB die Verbindung 
Knzym—Hemmungskorper durch Ammoniak zerlegt wird. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIV. 2 


























Verfahren Vorher best. Nachher best. P. E. Zanahme 
P. E. in °, 
4140 nach 5 Wochen 15 
1. Succus — Extraktion mit Chloroform ....... . 3600 6380 ,, 138 * 17 
5130 ,, 15 4, 43 
= 2. Suecus — Extraktion mit Chloroform — Fillung mit Blei- 
=) essig — Fillung mit Alkohol (getrocknet). . . . .. .- 383 508 , 9 ¥ 32 
oa 3. Suecus — Extraktion mit ammoniakhaltigem Alkohol — 
= { 2560 28 
= és “ - Chloroform . 2000 \ 1160 ,, 2 Tagen _.39 
3 4. Suecus — Extraktion mit Chloroform — Fallung mit Bleiessig 504 700 ~,, Alkoholfillung 38 
- 5. Succuslésung + Ammoniak (0,1°/) . . . . a 23 21 —8 
z b) 46 53 15 
= ¢) 26 33 27 
5 d) 20 29 45 
y 6. Suceus — Extraktion mit natronlaugehaltigem Chloroform 1000 1390 39 
. 3900 nach 3 Tagen 34 
z— = onal 6 
S 7. Suecus Selbstverdauung — Alkoholfillung . . .. . 2900 4200 ., 4 ae 
I 8. Succuslésung mit Kieselgur fiitriert . . . . a) 1000 1000 0 
= b) 1000 1200 20 
pr c) 1000 1220 22 
d) 1000 1450 45 
9. Gesiittigte Succuslésung. — 1. Fillung mit Bleiphosphat . 5400 6300 16 
re wr 3400 —87 
10. . i a : 2450 2940 20 
: : * 113 adsorbiert 
- 11. Tonerdeadsorption eines Priiparates von P. W. 2,4 ‘ 500 Gis Bicaus slater 89 
12, einer gesiittigten Succuslésung . 2332 we . li 42 
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Es ist weder gelungen, eine sichere Methode zur Ab- 
trennung des Hemmungskoérpers aufzufinden, noch auch die 
maximale Wirksamkeit des hemmungskérperfreien Papains zu 
bestimmen. Der Grund hegt in der geringen Bestindigkeit 


_ des Enzyms, die nicht erlaubt, mehrere Reinigungsoperationen 
- nacheinander ohne Abnahme der Wirksamkeit durchzufihren, 
- und die hiaufig das Resultat der Abtrennung des Hemmungs- 
_ kérpers falscht. Es scheint sogar, daB die Gegenwart des 
Hemmungskérpers mit der Bestandigkeit des Enzyms in einem 
- gewissen Zusammenhang steht, denn wir beobachteten gelegent- 
_ lich gerade nach hohen Aktivititssteigerungen besonders raschen 
_ Wirksamkeitsverlust, fast bis zu vdélliger Inaktivierung. Man 


wird annehmen kénnen, d1B das giinstigste Resultat der Aktivi_ 


 tatssteigerung auf 175°/, der im Succus bestimmten Enzym- 
:  menge eher noch einen zu niedrigen Wert fiir die Wirksamkeit 


des hemmungskorperfreien Papains darstellt. Fiir die Reinigung 


_ des Papains ist die nicht genau bestimmbare Gegenwart des 
_ Hemmungskérpers eine Erschwerung. Da man Enzymmengen 


und Reinheitsgrade durch die enzymatische Wirksamkeit miBt, 
so verschleiert die Anreicherung oder Entfernung des Hemmungs- 


_ korpers haufig den wirklichen Erfolg einer Reinigungsoperation. 


Uber die Natur des Hemmungskérpers haben wir durch 
einen indirekten Versuch Aufklairung erhalten. Wir versetzten 


_ ein Papainpraparat vom P. W. 5,2 (Bleiphosphatrestlésung, siehe 


Abschnitt: Reinigung des Papains) mit Erepsin (0,0076 Ein- 
heiten; insgesamt 40 ccm; neutrale Reaktion), in der Absicht, 
niedere EKiweifspaltprodukte vollends zu Aminosiiuren ab- 


zubauen. In 5 Tagen erreichten wir einen Acidititszuwachs 


der angewandten 222 mg Substanz von 0,47 ccm n/5-Saure. 
Kine Bestimmung des Erepsins mit Leucyl-glycin ergab seine 
volistindige Zerstérung. ‘Trotzdem war die Wirksamkeit des 
Papains um 12°/, hdher als vor dem Versuch. Diese Er- 
héhung fallt zwar noch in die Fehlergrenzen der Bestimmung, 
aber bei einem Priiparat dieses Reinheitsgrades wire schon 
die Erhaltung der urspriinglichen Wirkung in 5 Tagen nur 
durch Erhéhung der Wirksamkeit des noch vorhandenen En- 


zyms zu erkliren. Wir schlieBen daher, da8 der Hemmungs- 
9* 
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kérper durch Erepsin zerstért wird, also zur Klasse der Peptide 
gehért. Damit stimmt auch seine Entfernung durch Alkohol- 
fallung und durch Dialyse iiberein. 


II. Zur Methodik der Enzymreinigung durch Adsorption. 


In zwei Untersuchungen iiber Enzymadsorption®) haben 
wir versucht, die Gesetzmiibigkeiten aufzufinden, die der Ad- 
sorption der Enzyme zugrunde liegen, und einen sicheren 
Anhalt dafiir zu gewinnen, welche der zahlreichen Variationen 
der Adsorptionsmethodik in jedem einzelnen Falle zur Reinigung 
eines EKnzyms anzuwenden sei. Die Grundlage dieser Be- 
trachtungen, nimlich eine Theorie iiber die Adsorption von 
Gemischen, ist inzwischen weiter entwickelt worden.’) 

Der quantitative Verlauf der Adsorption eines einzelnen 
Stoffes wird bekanntlich, hinreichend verdiinnte Lésungen und 
hinreichenden Abstand vom Ursprung der Kurve und vom 
Sittigungszustand vorausgesetzt, durch die Freundlichsche 
Adsorptionsisotherme dargestellt (A.W. = a-c'!"5), siehe Fig. 1, 
Kurve 1). Charakteristisch fiir den quantitativen Verlauf der 
Adsorption eines einzelnen gelésten Stoffes ist es, daB seine 
Adsorptionswerte mit steigender Konzentration der Restlésung 
erst rasch, dann immer langsamer einem Maximum zustreben, 
das sich auch bei gréB8ter Konzentrationssteigerung nicht mehr 
verindert. Diejenige Restlésungskonzentration, bei der der 
Adsorptionswert das Maximum erreicht (bei der das Adsorbens 
also mit dem Adsorbendum gesiittigt ist), wollen wir als die 
Sattigungskonzentration bezeichnen. 

Vielleicht wird auch die Adsorption eines Gemisches, 
wenn man stets die gesamten adsorbierten Mole feststellt, 
ungefihr das Bild der Adsorptionsisotherme ergeben. Aber 





) Ae ©. 

*) Habilitationsschrift H. Kraut, Miinchen 1925, S. 37ff. 

*) Als Adsorptionswert (A. W.) bezeichnen wir wie in den friiheren 
Abhandlungen die von 1 g des Adsorbens aufgenommene Menge des 
adsorbierten Stoffes, wiihrend Freundlich die Konstante @ als Ad- 
sorptionswert bezeichnet. ¢ ist die Konzentration des adsorbierten Stoffes 
in der Lésung nach erfolgter Adsorption. 
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fir die Adsorption eines einzelnen Stoffes aus diesem Ge- 
misch erha’lt man Kurven von ganz beliebigem, von der nor- 
malen Isotherme vollig verschiedenem Verlauf. Der Teil des 
Adsorptionsmittels, den jeder einzelne Stoff eines Gemisches 
bei einem bestimmten Adsorptionsversuch einnimmt, soll als 
Teilungsfaktor des Stoffes bezeichnet werden. Zur Deutung 
der Adsorptionskurve eines einzelnen Stoffes des Gemisches ist 
es also notwendig, die Anderungen dieses Teilungsfaktors bei 
Zusatz verschiedener Adsorbensmengen festzustellen. Wir 
machen die Annahme, daB dieser Teilungsfaktor relativ 
um so groéBer wird, je gréBer der Adsorptionswert des Stoffes 
bei Adsorption aus seiner reinen Liésung wire, d. h. je mehr 
seine Konzentration im Gemisch an die Sittigungskonzentration 
der reinen Lésung herankommt. Befindet sich ein Stoff des 
Gemisches in geringerer Konzentration als dem maximalen 
Adsorptionswert aus seiner reinen Lésung entspricht, so wird 
er auch im Gemisch mit einem geringeren Faktor in die 
Teilung des Adsorbens eingehen. Nach dieser Theorie ist es 
fiir den quantitativen Verlauf der Adsorption bestimmend, daf 
durch die Anwendung verschiedener Adsorbensmengen sich die 
Konzentrationen aller Stoffe des Gemisches in den Rest- 
lésungen veriindern. 

Betrachtet man die Adsorptionskurve, welche man durch 
Bestimmung der Adsorptionswerte eines einzelnen Stoffes aus 
einem Gemisch (z. B. des zu reinigenden Enzyms) bei Zusatz 
steigender Adsorbensmengen erhalt, so kann man nach dieser 
Theorie aus dem Verlauf der Kurve die Anderung des Teilungs- 
verhiltnisses dieses Stoffes zu den iibrigen entnehmen’): 


1) Alle Adsorptionskurven nehmen wir in der Weise auf, daB wir 
die Enzymlésung zusammen mit verschiedenen Adsorbensmengen auf 
dasselbe Volumen (berechnet auf die angewandte Enzymmenge) bringen, 
abzentrifugieren und den Enzymgehalt der Restlésung bestimmen. Die 
Griinde fiir dieses Verfahren sind in der I. Abhandlung iiber Enzym- 
adsorption auseinandergesetzt. Beim Zusatz der geringsten Adsorbens- 
mengen befindet man sich also am rechten Ende der Kurven, nimlich 
bei den héchsten Restlésungskonzentrationen. Mit steigendem Adsorbens- 
zusatz nihert man sich mehr und mehr dem Kurvenursprung, bewegt sich 
also auf den Kurven von rechts nach links. 
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Befindet sich in der Lésung der untersuchte Stoff weiter 
unterhalb der Sattigungskonzentration als seine Begleiter, so 
ist sein Anspruch auf das Adsorbens bei Zusatz der geringsten 
Adsorbensmenge noch relativ am gréBten. Je mehr Adsorbens 
man zusetzt, desto geringer wird der Anspruch dieses Stoffes auf 
das Adsorbens, wihrend bei den anderen Stoffen, die sich naéher 
an der Sattigungskonzentration ihrer Restlésungen befinden, die 
Teilungsfaktoren sich gar nicht oder zum mindesten weniger ver- 
aindern. Der Adsorptionsverlauf dieses Stoffes wird durch Kurve 2 
der Figur 1 dargestellt und ist charakterisiert durch den anfangs 
sehr allmihlichen, dann immer steiler werdenden Anstieg der 
Adsorptionswerte mit steigender Konzentration der Restlésung. 
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Fig. 1. Verschiedene Formen von Adsorptionsisothermen. 
L. Normale Isotherme. 2. Isotherme eines Stoffes in benachteiligter Konzentration. 


3. Isotherme eines Stoffes in bevorzugter Konzentration. 

Ist aber die Mehrzahl der Begleiter weiter von der Siit- 
tigungskonzentration entfernt, als der untersuchte Stoff, so 
bleibt bei Zusatz steigender Adsorbensmengen sein Teilungs- 
faktor eher erhalten, als diejenigen seiner Begleiter. Der ge- 
ringste Zusatz von Adsorbens nimmt darum von dem unter- 
suchten Stoff relativ wenig auf, wihrend mit steigenden Ad- 
sorbensmengen sein Adsorptiouswert ansteigt, bis auch er durch 
fortschreitende Adsorption geniigenden Abstand von seiner 
Sittigungskonzentration erreicht hat. Den Adsorptionsverlauf 
dieses Stoffes stellt Kurve 3 in Figurl1 dar. Er ist aus- 
gezeichnet durch ein Maximum der Adsorptionswerte bei mittleren 
und ein Absinken bei héheren Restiésungskonzentrationen. 
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Wir haben nun vorgeschlagen’), je nach dem Konzentrations- 
verhaltnis von gesuchtem Stoff und seinen Begleitern, von 
Stoffen in bevorzugter oder in benachteiligter Konzentration 
zu reden. Stoffe in bevorzugter Konzentration sind solche, 
die sich niher am oder weiter im Gebiet der Sattigungskon- 
zentration ihrer Adsorptionsisotherme befinden, als ihre Be- 
gleiter. Umgekehrt ist ein Stoff dann in benachteiligter Kon- 
zentration, wenn er weiter von der Siattigungskonzentration 
seiner Adsorptionsisotherme entfernt ist als seine Begleiter von 
den ihrigen. 

In der I, und Il. Abhandlung iiber Enzymadsorption wurde, 
um denselben Gedankengang auszudriicken, nicht ganz ein- 
deutig von besser oder schlechter adsorbierbaren Stoffen ge- 
sprochen und von einem Abfall der Adsorbierbarkeit bei Ent- 
fernung vom Gebiet der Sattigungskonzentration. Diese Aus- 
drucksweise kann zu Mibverstiindnissen fiihren, da unter 
Adsorbierbarkeit offenbar meist der gesamte Verlauf einer 
Adsorptionsisotherme, nicht aber deren einzelne Punkte bei 
verschiedenen Restlésungskonzentrationen verstanden werden. 

Auf Grund der entwickelten Vorstellungen lassen sich ein- 
fache Anhaltspunkte fiir die ZweckmiBigkeit der verschiedenen 
Variationen der Adsorptionsmethode gewinnen.”) Im allgemeinen 
kénnen nur solche Enzyme durch Adsorption leicht auf héhere 
Reinheitsgrade gebracht werden, die sich gegeniiber ihren Be- 
gleitern in bevorzugter Konzentration befinden. Hiaufig lassen 
sich dann die Gegensitze durch Verdiinnen der Lésungen noch 
steigern, so daB die Adsorption sich auswiahlender gestaltet. 
Ebenso gelingt es in diesem Falle meist, durch Vorwegadsor- 
bieren eines unreineren Anteils das Enzym in noch bevorzugtere 
Konzentration gegeniiber seinen Begleitern zu versetzen. Wenn 
sich aber das Enzym in benachteiligter Konzentration gegen- 
iiber seinen Begleitern befindet, so darf man, um die Adsorption 
auswihlend zu gestalten, nur einen Bruchteil des Enzyms an 
das Adsorbens binden. Wihrend man im vorigen Falle durch 





*) Habilitationsschrift H. Kraut, Miinchen 1925, S. 48. 
*) Siehe die II. Abhandlung iiber Enzymadsorption und Habilitations- 
schrift Kap. IV. 
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Verdiinnen die Gegensitze vermehbrt hat, wird man hier ver- 
suchen, durch Herstellen méglichst konzentrierter Lésungen 
das Enzym néher an seine Sittigungskonzentration heran- 
zuriicken. Die Reinigung kann durch Wiederholung der Ad- 
sorption weitere Fortschritte dann machen, wenn es mit den 
ersten Operationen gelang, das Enzym aus dem Verhiltnis der 
benachteiligten Konzentration gegeniiber seinen Begleitern in 
das der bevorzugten zu versetzen. Andernfalls hat die weitere 
Anwendung der Adsorption, wenigstens mit demselben Ad- 
sorbens, keinen Erfolg mehr, ebenso nicht, wenn die Adsorptions- 
kurve durch die Reinigungsoperation die Form der Adsorptions- 
isotherme annimmt. 


III. Reinigung des Papains. 


In der Untersuchung von R. Willstitter und W. Grass- 
mann iber die Aktivierung des Papains durch Blausiure }) 
sind einige Versuche zur Anreicherung des Enzyms unter- 
nommen worden. Dabei fallt auf, daB die Adsorption an Ton- 
erde, die bei so zahlreichen anderen Enzymen den Reinheits- 
grad weitgehend steigert, hier selbst durch wiederholte An- 
wendung wenig mehr als die Hilfte der vorhandenen Begleitstoffe 
abtrennte. Etwas besser wird der Reinheitsgrad des Papains, 
wenn man die wiBrige Lésung des Succus Caricae Papayae 
unter Zusatz von Blausiure einem EiweiBabbau unterwirft und 
das Produkt dieser Selbstverdauung mit dem 4—5fachen Vo- 
lumen an Alkohol fallt. Ubereinstimmend mit Willstitter 
und Grassmann haben wir nach dieser Methode Papainwerte 
von 2—3 erhalten. 

So vorgereinigte Lésungen unterwarfen wir der Adsorption 
an Tonerde mit dem iiberraschenden Ergebnis, daB der Rein- 
heitsgrad des Papains z.B. bei Adsorption von 50°/, des vor- 
handenen Enzyms in den Elutionen und in den Restlésungen 
vollig unverindert blieb. Der Adsorptionsverlauf zeigt in 
unseren, wie in den Versuchen von Willstatter und Grass- 
mann, in dem anfangs sehr allmihlichen, spater immer steiler 
werdenden Anstieg der Adsorptionswerte bei steigender Rest- 





') Diese Zs., Bd, 138, S. 184 (1924). 
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lésungskonzentration das typische Bild der Adsorption eines 
Stoffes in benachteiligter Konzentration (siehe Kurve 1 der Figur 2). 
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Fig. 2. Adsorptionskurven von Papainldsungen an Tonerde in verschiedenen Anfangs- 
konzentrationen. 
WaBriger Auszug des Succus Caricae Papayae, gereinigt durch Selbstverdauung, Dialyse 
und Alkoholfallung (P.W. 2,8). 


























Angewandte Mengen} Vol. _ | Adsor- 
| c,*) | bierte| A.W. | e*) 

P.E. | g Al,O, | ©™ P. E. 
Kurve 1 37 0,016 25 1480 3D 312 1280 
37 0,060 25 1480 7 117 1200 
37 0,120 25 1480 12 100 1000 
Kurve 2 370 0,016 25 14800 70 4380 |12000 
370 0,032 25 14800 133 4150 9480 
370 0,060 25 14800 170 2840 8 000 
370 0,240 25 14800 214 892 4 6240 


*) e, ist die Anfangskonzentration, ¢ die Restlésungskonzentration 
(P. E. in 1 Liter). 

Der geringste Zusatz von Aluminiumhydroxyd nimmt relativ 
am meisten Papain auf und man erhalt durch Adsorption von 
nur 10°/, des vorhandenen Enzyms und darauffolgende Elution 
mit n/50-Essigsiure eine Lésung vom P. W. 7, also einen recht 
hohen Reinheitsgrad, bei einer Ausbeute von 7°/, des an- 
gewandten Enzyms. Fiir priparative Zwecke ist ein derartiges 
Verfahren ungeeignet. Ist die Deutung der ersten Kurve der 
Fig. 2 richtig, so mu8 die Erhéhung der Konzentration den 
Gegensatz des Papains zu seinen Begleitern mildern, die Ad- 
sorptionskurve also der Adsorptionsisotherme ahnlicher werden. 
Dies ist der Fall, wenn man die Anfangskonzentration auf das 
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10fache erhéht, nimlich von 1480 P.E. pro Liter in Kurve | 
auf 14800 in Kurve 2. Man erhalt den ausgeprigten Wende- 
punkt dann schon bei der Adsorption von 50°/, des vor- 
handenen Papains. Wahrend dieses Resultat eine starke Stiitze 
unserer Erklirung fiir den Adsorptionsverlauf des Papains 
bildet, tragt es nur in geringem MaBe zur Reinigung bei. In 
einem gréBeren Versuch (P. W. der vorgereinigten Lésung 2,4) 
lieferte die Adsorption von 50°/, des Papains eine Elution vom 
P. W. 3,0, wihrend der P.W. der Restlésung auf 2,1 sank. 
Auch die maximale Steigerung der Konzentration durch Her- 
stellung einer gesittigten Lésung aus dem Succus ergab kein 
besseres Resultat. Eine Elution besaB den P. W. 3,5, eine 
andere allerdings 5,3, aber dieses Praparat lieferte nur 12°/, 
Elutionsausbeute. 

Unsere Versuche der Adsorption an Tonerde sind alle 
mit dem Polyaluminiumhydroxyd A ausgefihrt.') R. Will- 
stitter und W. Grassmann haben auf Grund zweier Stich- 
proben, in denen gealtertes Orthoaluminiumhydroxyd?) dreimal 
mehr Enzym aufgenommen hatte, als Sorte A, jenem den 
Vorzug gegeben. Stichproben sind aber zur Entscheidung 
iiber die Auswahl eines Adsorbens unzulinglich. Fiir die 
reinigende Wirkung von Adsorbentien ist nicht so sehr die 
Hohe der Adsorptionswerte, als vielmehr die Auswahl zwischen 
dem Enzym und seinen Begleitstoffen maBgebend. Zwei Ver- 
gleichskurven mit Ortho- und mit Polyhydroxyd (Fig. 3) lassen 
uns das letztere zur Reinigung geeigneter erscheinen, da hier 
der Anstieg der Adsorptionswerte schon bei wesentlich niedrigeren 
Restlésungskonzentrationen erfolgt. 

Um den Reinigungserfolg von Adsorptionsversuchen zu 
ermitteln, entfernt man die zur Elution zugesetzten Stoffe vor 
der Trockengewichtsbestimmung durch Dialyse. Wir stellten 
fest, daB weder durch Fischblase noch durch Pergamentpapier 
bestimmbare Mengen von Papain durchtreten. Abnahmen der 





) R. Willstaitter und H. Kraut, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1082 
(1924). 

*®) R. Willstitter, H. Kraut und O. Erbacher, Chem. Ber. 
Bd. 58, S. 2448 (1925). 
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Wirksamkeit wahrend der Dialyse sind danach nicht durch mecha- 
nischen Verlust, sondern durch Enzymzerstérung zu erkliren. 


| 
A.W. 
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Fig. 3. Vergleich verschiedener Tonerdesorten. 


Adsorption von durch Alkoholfallung gereinigtem Succus an Polyaluminiumbydroxyd A 
(Kurve 1) und an Orthoaluminiumbydroxyd (Kurve 2). 



























































Angewandte Mengen} Vol. Adsor- 
’ Cy bierte | A. W. c 
P.E. | g Al,O, | cc™ P.E. 
Kurve 1 139 | 0,049 50 | 2780 74 | 1510 ] 1300 
139 | 0,200 50 | 2780 82 410 | 1140 
139 0,400 50 |} 2780 | 112 280 540 
Kurve 2 105 | 0,050 50 2600 15 300 1800 
105 0,100 50 | 2600 20 200 | 1700 
105 0,200 50 | 2600 30 150 | 1500 
105 0,400 50 | 2600 45 110 | 1200 





Das Papain scheint gegen die Entfernung der dialysier- 
baren Stoffe wenig empfindlich, solange es noch geringe Rein- 
heitsgrade besitzt. Kine durch Selbstverdauung vorgereinigte 
Succuslésung wurde 2'/, Tage durch Fischblasenmembran 
dialysiert, wobei 17°/, zerstért wurden. Der P. W. stieg durch 
die Dialyse von 1,4 auf 2,1. Diese Bestiindigkeit kann aller- 
dings auch durch Entfernung des Hemmungskorpers vor- 
getiuscht werden. Sie verschwindet mit fortschreitender 
Reinigung. Ein Priiparat vom P. W. 4,7 verlor schon bei 
L5stiindiger Dialyse 65°/, seiner Wirksamkeit. Wir berechnen 
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daher, wie es bei Enzymen, die nicht dialysenbestandig sind, 
unvermeidlich ist, den P. W. aus der Wirksamkeit vor und aus 
dem Trockengewicht nach der Dialyse. 

Wegen des allzu geringen Erfolges der Konzentrations- 
steigerung haben wir versucht, vor der Adsorption auf anderem 
Wege so viel von den Begleitstoffen zu entfernen, daB ihr 
Verhaltnis zum Enzym sich umkehrt. 

Eine starke Anreicherung des Enzyms gelang durch 
Fallung eines Teils der EiweiSkérper mit Ferrocyankalium 
und Essigsiiure, am besten aus Enzymlésungen, die durch 
Fallung des Succus mit Alkohol unter Zusatz von Ammoniak 
bereitet waren (P. W. etwa 2,5). Das Ferrocyankalium (1°/, ig) 
setzten wir zur essigsauren Lésung so lange zu, als noch eine 
Fallung entstand (z. B. 33 ccm auf 5g angewandten Succus 
in 100 ccm n/6-Essigsiiure). Dann vermischten wir mit Kiesel- 
gur und saugten rasch ab. Ein gutes Priaparat gab den 
P. W. 5,1 bei 32°/, Ausbeute, ein anderes sogar P. W. 8,1 
bei 66°/, Ausbeute. Solche Ausbeuten sind indessen selten. 
Fiir die weitere Reinigung haben wir uns daher lieber des im 
folgenden beschriebenen Verfahrens der anteilweisen Fiallung mit 
Bleiphosphat bedient, das R. Willstatter, K. Schneider und 
EK. Wenzel?) bei der schwierigen Abtrennung des Invertins von 
seinen inaktiven Begleitern als zweckmiBig erprobt haben. 

Man versetzt die auf 0° abgekihlte Lésung mit der be- 
absichtigten Menge Diammonphosphat und 14Bt dazu unter stetem 
Umschiitteln tropfenweise die berechnete Menge Bleiacetat flieBen 
(1 cem einer Lésung von 132,1 g Diammonphosphat fallt 2 ccm 
einer Lésung von 284,4 g Bleiacetat, je in 1 Liter Wasser). 
Der entstandene Niederschlag wird méglichst rasch abzentrifugiert 
und die klare Lésung mit Ammoniak neutralisiert. 

Ein Vorversuch ergab, daB es zweckmiBig ist, die Blei- 
phosphatfallung in méglichst konzentrierter Lésung vorzunehmen. 
Wir haben deshalb aus dem Succus gesittigte Papainlésungen 
bereitet, die meist einen P. W. von 1,4—1,8 besitzen. Sie sind 
fir die Bleiphosphatfillung um so geeigneter, je mehr Papain- 





1) XII. Abhandl. zur Kenntnis des Invertins, Diese Zs. Bd. 151, 
S. 1 (1925) und zwar S. 16. 
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einheiten sie enthalten. Um sie besser filtrierbar zu machen, 
ist es zweckmabig, vor der Auflésung in Wasser etwa 10°/, 
der Trockenbestandteile des Succus durch Extraktion mit 
Chloroform (50 ccm auf 10 g Succus) zu entfernen. Ist alles 
Chloroform durch kurzes Verweilen im Vakuum verdampft, so 
laBt sich das fein zerriebene Pulver in kleinen Portionen durch 
Schiitteln mit Glasperlen gleichmiiBig mit Wasser von 40° an- 
feuchten und nach Zusatz der gesamten Wassermenge (25 ccm 
auf 10 g Succus) und darauffolgendem Vermischen mit Kiesel- 
cur (1 g auf 10 g Succus) durch ein Rapidfilter absaugen. Ge- 
ringe Triibungen setzen sich tiber Nacht zu Boden und kénnen 
nach AbgieBen der klaren Lésung durch Filtration mittels 
Rapidfilter leicht vollends entfernt werden. 

Hs ist der Vorzug des anteilweise entstehenden Bleiphos- 
phates, daB es ganz besonders auswihlend adsorbiert. Man muB 
daher genau den giinstigsten Punkt ermitteln, an dem mit még- 
lichst viel ausgefilltem KiweiB die geringste Menge Papain ent- 
fernt wird. Kleine Mengen von Bleiphosphat schlagen schon etwas 
Papain nieder. Z. B. nahmen 0,06 mg Bleiphosphat pro 1 P. E. 
30°/, des Enzyms mit sich. Als wir aber die erhaltene Rest- 
lésung nochmals mit 0,06 mg pro Einheit fallten, fanden wir 
den Papaingehalt gegeniiber der ersten Restlésung um 20°/, er- 
héht. Daraus geht mit Sicherheit hervor, daB dieses Verfahren 
den Hemmungskérper der Proteolyse entfernt, aber anscheinend 
erst, nachdem eine gewisse Menge anderer Stofie zugleich mit 
etwas Enzym niedergeschlagen wurde. LEinige der spiter be- 
schriebenen Versuche lehren jedoch, daB die Entfernung des 
Hemmungskoérpers nicht immer vollstindig ist. 


Wirkung verschiedener Mengen Bleiphosphat.}) 














Bleiphosphat In der Restlésung be- .— eo 
pro Einheit in mg stimmte Enzymmenge . 
0,1 84), 4,6 
0,2 100°/, 5,4 
0,3 68°/, 7,5 
0,4 96 °/, 5,6 
0,5 76°/, 4,8 











1) An verschiedenen Succuslésungen bestimmt. 
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Danach ist am besten, 0,2--0,4 mg Bleiphosphat pro 1 P.E. 
entstehen zu lassen. Normalerweise erhilt man P. W. 5—6, ge- | 
legentlich miBlingt aber auch eine derartige Reinigung (P.W.2,5—4). 

Gut gegliickte Restlésungen der Bleiphosphatfillung haben 
uns zum Studium der Adsorption an Tonerde gedient. Der 
Zweck der Bleiphosphatfallung sollte sein, den Enzymlésungen 
so viel an Begleitstoffen zu entziehen, dab das Papain gegen- 
iiber seinen Begleitern in bevorzugte Konzentration geriet. 
Das ist in der Tat gelungen. Die Adsorptionskurve des Papains 
aus der Restlisung mit dem P.W. 7,5 hat einen vdllig an- 
deren Charakter als die friiheren. Der steile Anstieg der 
Kurven bei hohen Restlésungskonzentrationen hat einem all- 
mihlichen Absinken Platz gemacht. Die Adsorptionskurve | 
der Fig. 4 ist die eines Stoffes in bevorzugter Konzentration. 
Aber die Adsorption aus Bleiphosphatrestlésungen an Tonerde 
hat noch weitere Ergebnisse gebracht. In Kurve 1 der Fig. 4 
finden wir wesentlich niedrigere Adsorptionswerte als in den 
Fig. 2 und 3. Die Adsorbierbarkeit des Enzyms hat also 
durch die Reinigung eine Abnahme erfahren. Wie bei vielen 
anderen Enzymen, so finden wir auch beim Papain, daB seine 
Adsorption nicht ihm selbst, sondern den begleitenden Ko- ; 
adsorbentien zuzuschreiben ist, und es scheint, daB durch die I 
Bleiphosphatfallung ein fiir die Tonerdeadsorption wirksameres 
Koadsorbens entfernt wurde. Das zweite Ergebnis ist, daB die 
neuen Adsorbate im Gegensatz zu den friiheren sich nicht 


mehr glatt zerlegen lassen. Wahrend man aus Tonerde- : 
adsorbaten des Succus und der durch Selbstverdauung ge- 
reinigten Lésungen leicht Elutionsausbeuten von 80—100°/, 
mit verdiinnter Essigsiure erhalt, sind wir nun nicht mehr in 
der Lage, mehr als héchstens 30°/, des adsorbierten Enzyms 
herauszuholen, wobei so viel Begleitstoffe in Lésung gehen, da’ k 
der Reinigungserfolg illusorisch wird. I 
Da die Tonerdeadsorption somit zu weiterer Reinigung \ 
unbrauchbar ist, wechselten wir das Adsorbens. Eine mit | 
Ferrihydroxyd aufgenommene Kurve (Nr. 2 der Fig. 4) versprach d 
guten Reinigungserfolg. Aber die Elution aus dem Versuch | 
h 


mit dem Adsorptionsgrad von 80°/, besaB nur noch die Hialfte 
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der Wirksamkeit des adsorbierten Enzyms und dabei so viel 
Begleitsubstanz, daB der P. W. wieder 5,3 war. 


| . 4 


A.W. one eehapene — 


800 saad 



































~ 400 Fa 2) \ 
r- 200 / | 










































































2000 | “000 | 6000 | Good | foooe| 72900 | ThHoooc 
r { } j Il l | { 





Fig. 4. Adsorptionsverhalten von Bleiphosphatrestloésungen. 


Kurve 1: Adsorptionskurve einer Bleiphosphatrestlésung an Tonerde. Kurve 2: an Ferri- 
hydroxyd. 








Angew. Mengen Vol. ; Adsor- | 
ii aii ce, | bierte| A.W.| 
P.E.  g Al,O, | ccm P.E. 


Kurve 1: 1685 0,620 100 | 16850 285 460 14 000 
1685 1,240 100 | 16850 953 768 7 320 























1685 1,860 100 | 16850 1220 656 4 650 
1685 2,790 100 ; 16850 1418 507 2 670 
Kurve 2: _g Fe,0, 
125 | 0,225 25 5 000 82 366 1 700 
125 0,338 25 5 000 100 295 1 000 
125 0,450 25 5 000 111 | 247 560 


Zur Erklirung dieses Verhaltens gibt es zwei Moéglich- 
keiten. Entweder ist das Papain in den Bleiphosphatrestlésungen 
mit einem Koadsorbens verkettet, das sich mit den iiblichen 
Mitteln nicht mehr von der Tonerde und vom Ferrihydroxyd 
lésen 14Bt oder es hat, was wahrscheinlicher ist, das Papain 
diejenigen Begleitstoffe zum groBen Teil verloren, die fiir seine 
Bestindigkeit unentbehrlich sind. Diese Schwierigkeit hat bis- 
her den meisten Reinigungsversuchen von Enzymen eine Grenze 
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gesetzt, und es ist auch uns noch nicht gelungen, sie zu iiber- 
winden. Wir glauben aber den folgenden Versuch wenigstens 
als einen ersten Schritt in dieser Richtung bewerten zu 
kénnen. 

Von dem Gedanken ausgehend, daB das Enzym selbst 
der Adsorption nur durch Vermittlung seiner Koadsorbentien 
zuginglich ist, und daB seine Bestindigkeit ebenfalls von den 
Begleitstoffen abhingt, haben wir dem Papain ein unter seinen 
Begleitern nicht vorkommendes, leicht quantitativ bestimm- 
bares Koadsorbens geboten. Als solches erscheint der Hefe- 
gummi gesignet, da er aus den Willstiatterschen Arbeiten 
als ein durch Tonerdeadsorption schwer zu entfernender Be- 
gleiter des Invertins bekannt ist und seine Bestimmung durch 
Fallung mit Fehlingscher Lésung leicht und mit hinreichen- 
der Genauigkeit ausgefiihrt werden kann. Man lést dazu seine 
Kupferverbindung in méglichst wenig verdiinnter Salzsiure, 
faillt mit dem fiinffachen Volumen absolutem Alkohol, lést den 
Niederschlag in Wasser und bestimmt den Gehalt an Hefe- 
gummi durch Polarisation ([e], = + 88,8°). 

Von einem Priparat, das nach der Bleiphosphatfallung den 
P. W, 4,4 besaB, vermischten wir 10 ccm, enthaltend 920 P. E., 
mit 5ccm einer 4°/ igen Hefegummilésung, wodurch der P. W. 
auf 2,25 sank. Dazu gaben wir 10ccm Wasser, enthaltend 
175mg Tonerde, zentrifugierten und bestimmten in der Rest- 
lésung den Enzymgehalt zu 1050 P.E., das Trockengewicht zu 
281mg und den Hefegummi zu 175mg. Wir bewerten diesen 
Versuch folgendermaBen: Die Tonerde nahm Reste des Hem- 
mungskérpers auf und daneben noch so viel Begleitstoffe, dai 
der P. W. von 2,2 auf 3,7 stieg. Ziehen wir vom Trocken- 
gewicht der Restlésung den noch vorhandenen Hefegummi ab, 
so berechnet sich der P. W. zu 9,8, Ein zweiter, sonst ana- 
loger Versuch, enthielt im selben Volumen 350mg Tonerde. 
Danach lieBen sich in der Restlésung neben 238 mg Trocken- 
gewicht noch 700P.E. und 167mg Hefegummi bestimmen. 
Der Reinheitsgrad der Restlésung ist 2,5. Wenn man aber 
vom Trockengewicht den noch vorhandenen Hefegummi ab- 
zieht, so kommt man zum héchsten bisher erreichten P. W. 10,0 
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IV. Chemisches Verhalten und Bestandigkeit der Praparate. 


Der kaufliche Succus Caricae Papayae ist der eingetrock- 
nete Milchsaft des Melonenbaumes. Er enthalt, unbeschadet 
seiner pflanzlichen Herkunft, keine Kohlehydrate, dagegen in 
der Hauptsache EKiwei8 und seine Abbauprodukte. 


Mit Chloroform lassen sich, wie erwihnt, 10 °/, des Trocken- 
gewichtes aus dem Succus herauslésen. Beim Kindunsten hinter- 
laBt das Chloroform eine gelbe, wachsartige, wasserunlisliche 
Masse, welche die Liebermannsche und die Machsche Re- 
aktion gibt. In reineren Praparaten sind diese Reaktionen 
nicht mehr zu konstatieren. 

Weder wiBrige Succuslésungen, noch solche, die mit 
20°/,iger Salzséure einige Minuten gekocht wurden, geben die 
geringste Fehlingsche Reaktion. Die schwach positive Re- 
aktion von Molisch ist also nicht von Kohlehydraten verur- 
sacht. 

GréBeres Interesse beanspruchen die EiweiBreaktionen, 
welche mit den Succuslésungen alle positiv ausfallen. Im 
Vordergrund stehen die Millonsche Reaktion mit dem stirksten 
Ausfall und die sehr umfangreiche Fallung mit Ferrocyankali 
und Essigsiure. Auch schon beim Versetzen mit Essigsiure 
oder mit wenig Ammoniak entstehen Niederschlige. Die Biuret- 
reaktion ist deutlich, ebenso die Fiallung mit Ammonsulfat- 
lésung und die Ninhydrinreaktion. Auf der beherrschenden 
Stellung der Eiwei8substanzen unter den Begleitern des Papains 
beruhen hauptsichlich die Schwierigkeiten, die sich der Ab- 
trennung enzymatisch unwirksamer Stoffe entgegenstellen. 

Die Millonsche Reaktion hat sich im Verlauf der Reini- 
gung eher verstirkt. Wir fihren sie, wie alle anderen Proben, 
stets mit 50 P.E. aus. Wihrend die Succuslésungen beim 
Krhitzen des mit dem Reagens entstehenden Niederschlages 
eine braune Masse liefern, erhalt man aus den mit Bleiphos- 
phat gereinigten Lisungen die typischen roten Flocken, wihrend 
sich die Liésung rosa anfarbt. 

GleichmaBig bleiben die Molisch- und die Ninhydrin- 
reaktion, nur nach der Selbstverdauung ist letztere verstirkt. 

Hoppo-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIV, 3 
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Der Reinigungserfolg der Bleiphosphatfillung zeigt sich 
an der Abnahme der Fallung mit Ferrocyankali und Essig. | ¢ 
siure und an dem Riickgang der Biuretreaktion, deren Fiir- 
bung zugleich von Violett sich in Rot veriindert. Die Belang- 
losigkeit der das Papain begleitenden héheren EiweiBkérper 


zeigt deutlicher die priiparative Fallung mit Ferrocyankali und - 
Hssigsiure, die sich quantitativ durchfihren lift, so daB sie 
in den erhaltenen Papainlésungen sich nicht wiederholt. Diese 5 
Reinigungsoperation bringt zugleich die Fallung mit Ammoniak ; 
vollstiindig, die mit Ammonsulfat bis auf minimale Reste zum 1 
Verschwinden. y 
Da ihr positiver Ausfall fiir héhere EiweiBko6rper charakte- i 
ristisch ist und man durch Dialyse zum Teil mit sehr geringem i 
Enzymverlust die Aminosiuren entfernen kann, so sind die ] 
Begleiter des Papains in reineren Praparaten Peptone und 
Peptide. Die Anwesenheit von einfachen Peptiden in den Rest- . 
lésungen der Bleiphosphatfillung beweist der erwihnte Ver- 
such einer Verdauung mit Erepsin, der von deutlichem Acidi- | “ 
titszuwachs begleitet war. Da durch ihn die enzymatische " 
Wirksamkeit nicht aufgehoben, sondern sogar verstirkt wurde, 
haben wir angenommen, daB der Hemmungskérper der Pro- a 
teolyse zur Gruppe der Peptide gehért. Es bleiben somit a 
als noch nicht abtrennbare Begleiter des Papains aus be- | » 


kannten Kérperklassen Peptone und Polypeptide iibrig, Ob | 
sie mit der enzymatischen Wirksamkeit notwendig  ver- it 
bunden sind oder, wie bei zahlreichen anderen Enzymen, als | * 
unwesentliche Begleiter der wirksamen Substanz betrachtet b 
werden kénnen, soll durch die weitere Untersuchung gepriift 
werden. h 

Es ist noch nicht méglich, die Veranderungen in der Halt- | 4 
barkeit des Papains mit der Abtrennung bestimmter Begleit- | n 
stoffe in ursaichlichen Zusammenhang zu bringen. Zur Ver- d 
wirrung der Verhiltnisse trigt besonders die wechselnde Menge D 
vorhandenen oder entstehenden Hemmungskérpers bei. Man g 
kann oft nicht entscheiden, ob Abnahmen der enzymatischen | k 
Wirksamkeit auf die Entstehung von Hemmungskérper oder | - 
auf Zerstérung des Enzyms selbst zuriickzufiihren sind, und 











[eed a 





Zur Kenntnis des Papains. 35 


wie weit Bestindigkeit durch die vermehrte Wirksamkeit in- 
folge Entfernung des Hemmungskorpers vorgetiiuscht ist. 


Im allgemeinen nimmt die Wirksamkeit von Succuslésungen 
in den ersten Tagen etwas zu, z. B. in 3 Tagen auf 120°/, 
bei einer verdiinnten, auf 104 °/, bei der 12 fach konzentrierten 
Lésung. Nach 8 Tagen ist meist schon eine geringe Verminde- 
rung der Wirksamkeit festzustellen, in den niichsten 8 Tagen 
eine stirkere, dann aber mit der Zeit immer geringer werdende 
Abnahme. Z. B. fanden wir nach 8 Tagen noch 89°/,, nach 
14 Tagen 71°/, der Wirksamkeit des frischen Succus. In 
Wirklichkeit ist wohl die Inaktivierung in den ersten Tagen 
am stiirksten und nimmt mit der Anhiufung von inaktivem 
Enzym stiindig ab. Sie wird aber im Anfang tiberkompensiert 
durch die raschere Zerstérung des Hemmungskérpers. 

Kine gewisse Abhingigkeit von der Konzentration der 
Succuslésungen ist nicht zu verkennen; verdiinnte Liésungen 
zeigen in den ersten Tagen einen stiirkeren Zuwachs, dann 
aber auch eine stirkere Abnahme als konzentrierte. 


Deutlich ist der KinfluB der Wasserstoffionenkonzentration 
auf die Bestindigkeit, den die Fig. 5 veranschaulicht. Kin 
nicht sehr scharfes Maximum der Bestiindigkeit lhegt sowohl 
in verdiinnten, wie in konzentrierten, sowohl bei Succuslésungen, 
wie auch bei reineren Priparaten im Gebiete von p,, 5—6. 
Das p,-Optimum der Bestindigkeit fallt also annihernd zu- 
sammen mit dem Maximum der enzymatischen Wirksamkeit 
bei p,, 5.) 

Die starken Verluste der Dialysen reinerer Priiparate 
hatten wir anfangs auf die Bildung von Siure zuriickgefiihrt, 
doch ist nach der Fig. 5 der niederste p,, von 4,4, den wir 
nach einer Elektrodialyse mafen, noch nicht ausreichend, um 
die Zerstérung zu erkliren. Trotzdem ist der Zusammenhang 
mit dem Auftreten von Siure sicher, denn alle Dialysen, die 
geringe EKnzymverluste brachten, zeigten zugleich geringe oder 
keine Zunahme der Wasserstoffionenkonzentration. Man muf8 





1) Diese Zs. Bd. 138, 8. 184 und zwar §. 198, Fig. 1 (1924). 
3* 
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annehmen, daB die Dialyse einen spezifischen Stabilisator, viel- 
leicht mit Puffereigenschaften, entfernt. Pufferzusatz bewirkt 
eine geringe Vermehrung der Bestindigkeit. 
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big. 5. Abhingigkeit der Bestandigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration. 


Bestindigkeitskurve einer Succuslésung (c = 1920) nach 13 Tagen. 
——-—— Bestindigkeitskurve einer Succuslésung (c = 24v00) nach 13 Tagen. 





seeeeees Bestindizkeitskurve einer Lésung vom P.W. 2,8 (Selbstverdauung — Dialyse 
— Alkoholfallung) (¢ = 308V) nach 8 Tagen. 
ee Bestaindigkeitskurve einer Bleiphosphatrestlésung P.W. = 3,0 (¢ = 8700) 


nach 7 Tagen. 


Der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft und ihrem 
Japanausschu8 danken wir auch an dieser Stelle fiir das For- 
schungsstipendium, das die Durchfiihrung unserer Untersuchung 
ermoglichte. 
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Untersuchung von Kupfersalzen optisch aktiver Amino- 
siuren und ebensolcher Polypeptide im polarisierten Licht. 
Von 
Emil Abderhalden und Erwin Sehnitzler. 

(Ausgefihrt mit Mitteln der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Férderung 
der Wissenschaften.) 


Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologischen Insiitut der Universitat Halle.) 


f 


(Der Redaktion zugegangen am 26. November 1926.) 


Im Bestreben, die Kupfersalze von Aminosiiuren und von 
Polypeptiden fiir ihren Nachweis und ferner auch fiir die Auf- 
klirung ihrer Struktur in Lésungen zu verwenden, haben wir 
unter anderem uns auch mit dem optischen Verhalten yon 
Kupfersalzen optisch aktiver Aminosaiuren und Poly- 
peptide befaBt. Es ergab sich dabei, daB das Kupfersalz 
der meisten Aminosduren im gleichen Sinne dreht 
wie die Aminos&ure selbst, nur die zweibasischen 
Aminosduren und das Tyrosin zeigten ein abweichen- 
des Verhaiten. Allerdings sind noch bei weitem nicht alle 
Kupfersalze von optisch aktiven Aminosiiuren untersucht. Diese 
Liicke wird spaiter noch ausgefiillt. Bei den untersuchten Di- 
peptiden und dem verwendeten Tripeptid fanden wir wiederholt, 
da8 ihre Kupfersalze entgegengesetzt, wie die an ihrer Zusmmen- 
setzung beteiligten Aminosiuren drehen, und zwar ist das 
Drehungsvermégen zum Teil ganz auBerordentlich hoch. Dieser 
Umstand ist von sehr groBer Bedeutung fiir die Entscheidung 
der Frage, ob beim Abbau von EiweiBstoffen bzw. bei der Zer- 
legung von Peptonen Polypeptide als Zwischenprodukte auf- 
treten. Wir werden demniichst iiber eine erste Untersuchung 
dieser Art berichten, aus der hervorgeht, daB sich die an 
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KXupfersalzen optisch aktiver Aminosiiuren und _ ebensolcher | 
Polypeptide gewonnenen Erfahrungen zu Lésungen mannig- i 
faltiger Probleme verwenden lassen. Vor allem ist die starke b 
Erhéhung des Drehungsvermégens der Polypeptyde in Gestalt e 


ihrer Kupfersalze von gré8tem Werte. 

Bemerkenswert ist, da8 das spezifische Drehungs- 
vermégen sowohl der Kupfersalze von Aminos&uren 
als von Polypeptiden mit fallender Konzentration 1 
zunimmt. Es spricht diese Beobachtung fiir eine Anderung 
im Verhalten der geliésten Stoffe, sei es nun, da& das einzelne 
Molekiil in seiner Struktur und insbesondere in seiner Be- 
ziehung zum gebundenen Cu beeinfluBt wird, oder, daB in den 
Beziehungen der einzelnen in Lésung befindlichen Molekiile 
Anderungen eintreten. Ly 


Experimenteller Teil. 


Bei den polarimetrischen Untersuchungen der blau ge- 
firbten Losungen von Kupfersalzen der Aminosiiuren und Poly- , 
peptide wird als Lichtquelle die Quecksilber-Quarzlampe ver- | 
wendet. Die tiet dunkelblauen Lésungen der Kupfersalze geben | 
ein anniithernd vollkommen orthochromatisches Licht im Spek- 
tralgebiet dunkelblau-violett. Beizum Vergleich herangezogenen 
ungefarbten Lésungen — zur Nullpunktsbestimmung des Po- 
larimeters und zur Bestimmung der Drehung von Amino- 
siuren und Polypeptidlésungen — wird ein Lichtfilter vorgelegt. 
Dieses besteht aus einer ammoniakalischen Kupfersulfatlésung, 
die in einem 5ccm- und in einem 2 ccm-Polarisationsrohr 
luftdicht abgeschlossen ist und bei der Messung farbloser 
Fliissigkeiten vor das Polarisationsrohr mit der zu untersuchen- 
den Lésung gelegt wird. Bei vergleichenden Untersuchunger 
wird spiterhin bei Reihenversuchen fiir ungefirbte Lésungen 
ein dunkel olivengriines Brillenglas verwendet, das ebenfalls 
annihernd orthochromatisches Licht erzeugt, so daB die beiden 
Halbschatten gleiche Farbung aufweisen. 

Die Quarzlampe ist mit einem Kasten vollkommen um- 
kleidet, der an der Seite gegen das Polarimeter eine Offnung 
besitzt — 4cm auf 4cm —. Auf diese Offnung ist das 
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Polarimeter eingestellt. Beim LEintritt des Lichtes in das 
Fernrohr befindet sich nochmals ein Abblendeschirm, so daB8 
beim Einstellen der Drehung keine stérenden iuBeren Licht- 
einfliisse vorhanden sind. 

Bei der optischen Untersuchung der blaugefirbten Kupfer- 
salzlésungen von Aminosiuren und Polypeptiden ist zu be- 
achten, daB bei verschiedenen Farbintensitiiten des blauen 
Lichtes eine Verschiebung des Polarimeter-Nullpunktes eintritt, 
hervorgerufen durch die verschiedene Wellenlinge des Lichtes. 
Es handelt sich bei der hier in Betracht kommenden Ver- 
schiebung um 0,10° bei zunehmender Farbtiefe von Hellblau 
nach Dunkelblau. 

Um nun die absoluten Drehwinkel zu erhalten, miiBte 
man durch spektrographisch verglichene Farblésungen den zu 
der betreffenden Verdiinnung des Kupfersalzes der Aminosiiure 
gehérenden Nullpunkt ermitteln oder schon beim Polarisieren 
der Lésung immer das gleiche dunkelblaue Lichtfilter vor- 
schalten. Der letztere Weg wiirde jedoch wegen der Verringe- 
rung der Durchsichtigkeit eine wesentliche Herabminderung der 
Konzentration der Kupfersalzlésung verlangen, worunter die Ge- 
nauigkeit der Ablesung leiden wiirde. 

Bei der optischen Untersuchung der unten angefiihrten 
Beispiele wurde der Nullpunkt durch eine blaue Farblésung 
von der Farbenintensitiit, die dem tiefsten in Frage kommenden 
blauen Farbenton bei dem jeweils untersuchten Kupfersalz 
entsprach, festgestellt. Dieser Nullpunkt wurde dann wahrend 
simtlicher Verdiinnungen beibehalten. Die so erhaltenen Werte 
fir die Drehung des polarisierten Lichtes entsprechen nun 
nicht genau den jeweiligen wirklichen Drehwinkeln.') Da der 
Nullpunkt mit steigender Verdiinnung sich nach links ver- 
schiebt, so nehmen die wirklichen Drehwinkel bei den beiden 
aufgefiihrten, nach rechts drehenden Beispielen mit steigender 
Verdiinnung um einen geringen Betrag zu, der sich zwischen 0,00 
und 0,10° bewegt. Das Ansteigen der spezifischen Drehung mit 
wachsender Verdiinnuug wird also in diesem Falle noch stirker 





1) Diese Tatsache fillt bei weniger stark gefirbten Lésungen der 
Kupfersalze und bei starken Verdiinnungen ins Gewicht. 
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ausfallen. Fiir nach links drehende Kupfersalze ist dagegen der 
wirkliche Drehwinkel gegeniiber dem abgelesenen etwas geringer, 

Man mu8 somit zur Bestimmung der wirklichen spezi- 
fischen Drehungswinkel von Lésungen von Kupfersalzen optisch 
aktiver Verbindungen den Nullpunkt von Fall zu Fall fest- 
stellen. Fiir die von uns durchgefiihrten Untersuchungen iiber 
den Abbau von Proteinen bzw. von Peptonen unter Beob- 
achtung des Verhaltens der Kupfersalze der Abbauprodukte 
kommen die erwihnten geringen Abweichungen kaum in Betrachit, 
besonders, weil wir immer die gleichen Konzentrationen zur | 
Intersuchung verwendet haben und ferner die auftretenden | 
Farbenunterschiede nicht erheblich sind. | 


Optisches Verhalten der Kupfersalze von d-Alanin, 1-Tyrosin, 
1-Asparagin- und d-Glutaminsdure im polarisierten Licht der 
Hg-Quarzlampe. 

d-Alanin-Kupfer. 


Das angewandte Kupfersalz enthielt 24,7 °/, Kupfer. Dieser 
Kupfergehalt berechnet sich auf die Formel [C,H,(NH,)COO],Cu 
mit 1 Mol Krystallwasser. Durch Trocknen im Vakuum be: 
héherer Temperatur wird das Krystallwasser entfernt und von dem 
Kupfersalz [C,H,(NH,) -COO],Cu eine 2°/, ige Lésung hergestellt. 
Diese wird im polarisierten Licht im 10cm Rohr untersucht. 

Der abgelesene Drehwinkel ist . . . 0,34° 
Der Nullpunkt des Polarimeters . . 0,16° 
Daraus ergibt sich fiir die 2°/,ige Lésung ein Drehwinkel yon 
+ 0,18° =-+ 9° spez. Drehung. 
1-Tyrosin-Kupfer. 

Kine gesittigte Losung von 1-Tyrosin-Kupfer wird im 
20 dm-Rohr untersucht. Um die Farbintensitait der vorigen 
Lésung zu erhalten, wird ein blaues Lichtfilter vorgelegt 
(Kiivette mit ammoniakalischer Kupfersulfatlésung). Dabei 
zeigt sich eine deutliche Rechtsdrehung der Liésung gegeniiber 
dem Nullpunkt. Da der Drehwinkel sehr klein ist, wird bei 
der groBen Verdiinnung der absolute Wert der spezifischen 
Drehung ungenau. Eine 0,07 °/,ige Lésung von 1-Tyrosin-Kupfer 
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dreht -+-0,06° (abgelesener Drehwinkel bei hellblauem Hg-Licht 
und 10ccm Schichtlinge), waihrend fiir d-Tyrosin-Kupfer in 
gleicher Konzentration —0,07° gefunden werden. Das ent- 
spricht einem spezifischen Drehwinkel von +85° fiir hell- 
blaues Hg-Licht. 

]-Asparagin-Kupfer. 

Die Verhialtnisse liegen hier ahnlich wie beim 1-Tyrosin- 
Kupfersalz. Eine gesittigte Lésung von Asparagin-Kupfer wird 
im 20dm-Polarisationsrohr untersucht. Dabei zeigt sich eine 
deutliche Linksdrehung. 

d-Glutaminsiure-Kupfer. 

Kine tief dunkeiblaue Lésung von Glutaminsiiure-Kupfersalz 
zeigt bei der Untersuchung im polarisierten Lichte eine sehr 
starke Linksdrehung. Bei dieser optisch aktiven Aminosiure 
wird also bei der Kupfersalzbildung der Drehsinn der Polari- 
sationsebene gegeniiber der Aminosiure umgekehrt. 


Spezifische Drehung von d-Alanin-Kupfersalz bei verschiedener 
Konzentration. 


1. Untersuchung einer 2°/,igen Loésung von d-Alanin- 
Kupfer im polarisierten Lichte der Hg-Quarzlampe. 
Abgelesener Drehwinkel: 0,34° 


Nullpunkt d. Polarimeters: 0,16° 
Daraus berechnete spez. Drehung: + 9°. 


0,18° wirklicher Drehwinkel. 


2. 1,5°/,ige Lésung des Kupfersalzes im 10 cm-Polari- 
sationsrohr. 
Abgelesener Drehwinkel: 0,31° 
Nullpunkt d. Polarimeters: 0,16° 
Daraus berechnet sich: + 10° spez. Drehung. 
3. 1°/,ige Lésung in 10 cm Schichtlinge. 
Abgelesener Drehwinkel: 0,28° 


Nullpunkt d. Polarimeters: 0,16° 
Daraus berechnet: + 12° spez. Drehung. 


0,15° wirklicher Drehwinkel. 


0,12° wirklicher Drehwinkel. 


4. 0,5°/,ige Lésung in 10 cm Schichtlange. 


Abgelesener Drehwinkel: 0,26° 
Nullpunkt d. Polarimeters: 0,16° 
Daraus berechnet: + 20° spez. Drehung. 


0,10° wirklicher Drehwinkel. 
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5. 0,25°/,ige Lésung in 10 cm Schichtlinge. 

Abgelesener Drehwinkel: 0,25° 

Nullpunkt d. Polarimeters: 0,16° 
Daraus berechnet: 36° spez. Drehung. 

6. 0,125°/,ige Lésung in 10 cm Schichtliinge. 

Abgelesener Drehwinkel: 0,22° eer ite 

Nullpunkt d. Polarimeters: 0,16° Se Eanes REED 

Daraus berechnet: + 48° spez. Drehung. 


0,09° wirklicher Drehwinkel. 


Mit wachsender Verdiinnung der Kupfersalzlésung nimuit 
somit die spezifische Drehung zu. Graphisch aufgezeichnet, ergibt 
sich eine Kurve von der Form einer Parabel.!) Vgl. Fig. 1. 
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Dipeptidkupfersalze und ihr Verhalten im polarisierten Lichte 
der Hg-Quarzlampe. 
(Nullpunkt mit dunkelblauem Lichtfilter bestimmt.) 

1. Glycyl-l-leucin-Kupfer und Glycyl-d-leucin- 
Kupfer. 

Das Kupfersalz wird auf dem Wasserbad durch zwei- 
stiindiges Kochen einer Glycyl-l-leucinlésung mit gefilltem 
Kupferoxyd gebildet. Die Loésung wird abfiltriert und unter 
vermindertem Druck zur Trockne verdampft. Das Kupfersalz 
bleibt als amorphe, tief dunkelblaue Masse zuriick. Die Analyse 
des Produktes ergibt folgende Werte: 

0,00737 g Substanz verbrauchen zur Titration 1,72 ccm n/100-Na,8,0,, 
entsprechend 14,6°/, Cu. 


0,00740 g Substanz verbrauchen zur Titration 1,70 ccm n/100-Na,S,0,, 
entsprechend 14,58°/, Cu. 





1) Vel. Uber anomale Rotationsdispersion: Wohringer, Zs. phys. 
Chem. Bd. 36, S. 336 (1901); Cotton, A. Cu [7], Bd. 8, S. 347 (1896). 
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Die Formel fiir das Glycyl-l-leucin-Kupfersalz 
[(C,H,,0,N.].Cu 
erfordert einen Kupfergehalt von 14,52°/, Cu. 

2. In gleicher Weise wurde das Kupfersalz von Glycyl- 
d-leucin hergestellt und seine Reinheit durch die Kupfer- 
analyse festgestellt. Es ergaben sich die gleichen Analysen- 
resultate, wie oben. 

Diese beiden Kupfersalzlésungen werden nun im polari- 
sierten Lichte der Hg-Quarzlampe auf ihr optisches Verhalten 
bei verschiedenen Konzentrationen gepriift. 

Die erhaltenen Werte werden in einer Kurve graphisch 
wiedergegeben, und zwar in einem viermal kleineren MaBstabe 
als die beim d-Alanin-Kupfer erhaltenen Werte. Der erste Punkt 
bei 5°/,iger Loésung ist ziemlich ungenau, da bei dieser Kon- 
zentration die Loésung tief dunkelblau gefirbt ist, und das 
polarisierte Licht nur sehr schwer durchdringt. Auch die 
iibrigen Punkte reihen sich nicht so schén in die Kurvenlinie 
ein, wie beim d-Alaninkupfer. 

Die erhaltenen Werte sind in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt. Die Untersuchung wurde im 10 cm-Polarisationsrohr 
bei 20° ausgefiihrt. Vgl. auch Fig. 2, 8. 44. 


Glycyl-l-leucin-Kupfer. 














Gehalt der ——— Spez. 
Lésung in °/, Drehung [a] 
1 5 + 4,0° +- 80° 
2 4,5 4,20 + 93 
8 4,0 3.88 4- 97 
4 3,75 3,80 + 101,2 
5 3,50 3,70 + 105,4 
G 8,25 3,38 + 104,0 
1 8.00 3,26 + 108,7 
: 2,75 3,08 + 112, 
9 2,50 3,10 4 124 
10 2,00 2,64 + 132 
11 1,50 2,33 + 155 
12 1,00 1,78 + 178 
13 0,50 0,98 +- 195 
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Glyecyl-d-leucin-Kupfersalz. 





; Spez. 
Drehwinkel 
— Drehung [ce] 


Gehalt der 
Lésung in °/, 


3,35 — 8,48° — 99,5° 
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Fig. 2. 


Bei der Kupfersalzbildung des Glycyl-leucin-Kupfers wird 
also der Drehsinn der Polarisationsebene gegeniiber demjenigen 
des Dipeptides umgekehrt. 

2. Drehwinkel von Glycyl-l-leucin im Hg-Quarz- 
licht mit dunkelblauem Lichtfilter. 

Kine 5°/,ige Losung des Dipeptids gibt einen abgelesenen 
Drehwinkel von -- 1,98° = — 39,6° spez. Drehung [«@]. 

12 ccm dieser 5°/,igen Dipeptidlésung werden nun auf 
dem Wasserbad mit iiberschiissigem CuO erwirmt (2 Stunden 
auf etwa 90°). Es wird dann abfiltriert und das Filter aus- 
gewaschen, bis das Gesamtvolumen der Kupfersalzlisung 24 ccm 
ausmacht. Nimmt man nun an, daB bei der Kupfersalzbildung 
auf 2 Mol Dipeptid 1 Mol Cu kommt, so ist die so erhaltene 
Cu-Salzlésung des Dipeptids 2,9°/,ig an Kupfersalz. 

Diese Lisung ergibt einen Drehwinkel von + 6,56° Dies 
entspricht einer spez. Drehung von — 226°. Eine Wieder- 
holung dieses Versuchs lieferte nur ganz wenig abweichende 
Werte. 


Die spezifische Drehung des Kupfersalzes ist also bedeutend 
starker, wenn das Kupfersalz nicht erst aus seiner Liésung 
isoliert und dann wieder in Wasser gelést wurde. 

Setzt man zu dem Kupfersalz vorsichtig in der Warme bis 
zur Entfairbung Salzsiure zu und untersucht dann die spez. 
Drehung des auf diese Weise wieder in Freiheit gesetzten 
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Dipeptids, so findet man eine spez. Drehung von — 46,2° Da 


ein leichter UberschuB freier Salzsiure vorhanden war, so ist 


die gefundene spez. Drehung etwas héher als die eingangs fest- 
gestellte. 

Um die Abweichung, die zwischen dem Drehvermégen 
des isolierten und wieder in Wasser gelésten Kupfersalzes und 
demjenigen der frisch bereiteten Glycyl-1-leucin -Kupferlésung 
liegt, aufzuklaren, wurde das dunkelblaue Glycyl-]-leucin-Kupfer- 
pulver in Wasser gelést und mit der berechneten Menge 
n-HCl versetzt. Das dadurch in Freiheit gesetzte Duipeptid 
hat nur noch einen spez. Drehwinkel von — 30°. Es scheint 
also bei der Behandlung mit CuO eine Racemisierung ein- 
setreten zu sein. 


1-Leucyl-glycyl-l-leucin-Kupfer. 

Das Tripeptid zeigt in 1°/,iger Lisung einen Drehwinkel 
von + 0,10°, also eine spez. Drehung von + 10°. 

Die Lésung des Dipeptids wird wihrend 2 Stunden auf 
dem Wasserbade mit iiberschiissigem CuO erhitzt; dann wird 
abfiltriert und das Filtrat im polarisierten Licht untersucht. 
Dabei ergibt sich ein Drehwinkel von — 0,08°. Es findet also 
auch hier eine Umkehrung des Drehsinns bei der Bildung des 
Kupfersalzes statt. 


Untersuchung der Kupfersalze der Dipeptide Glycyl-d-leucin, 

d-Leucyl-glycin und d,l-Leucyl-d-glutaminsaure mit optisch 

definierten Lichtfiltern im polarisierten Licht der Quecksilber- 
Quarzlampe. 


Als erstes Lichtfilter wurde ein von der Agfa hergestellter 
Farbstoff, der sich unter dem Namen Filtrierblau IJ im 
Handel befindet, verwendet. Vergleicht man eine 0,01°/,ige 
Lésung dieses Farbstoffes mit einer etwa 0,5°/,igen Lésung 
der oben angefiihrten Dipeptidkupfersalze, so findet man, daB 
beide Lésungen anniihernd die gleichen Absorptionsspektra 
aufweisen. Von Rot bis Griin wurden alle Strahlen absorbiert. 
Das Polarimeter hat beim Vorschalten der Filtrierblau-Lisung 
vor das Licht der Quecksilber-Quarzlampe den Nullpunkt 
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+ 0,22°. Untersucht man nun die Kupfersalze der angefiihrtey 
Dipeptide in verschiedener Konzentration mit und ohne das 
blaue Lichtfilter, so zeigt sich, da& beim Vorschalten des 
Lichtfilters vor die blaue Dipeptidlésung erst bei den Konzen- 
trationen 0,5 und 0,25°/, eine geringe Anderung des Dreb. 
winkels eintritt. Bei héheren Konzentrationen ist keine Ver- 
finderung festzustellen. Fiir die beiden genannten Konzen- 





trationen (0,5 und 0,25°/,) wird der Drehwinkel bei nach reclits . 
drehenden Kupfersalzen mit blauem Lichtfilter um 0,01 bis | 


0,02° hoher. 

Als weiteres Lichtfilter wurde eine 0,005 und. 0,0025°/, ige 
Lésung von Isochinolinrot eingefiigt. Die Lichtabsorption 
dieses Farbstoffes schlieBt sich im Hellgriin unmittelbar an 
die des Filtrierblaus II an. Vom Hg-Licht bleiben also nur 
noch die im Indigoblau und Violett liegenden drei Linien er- 
halten. Beim Hintereinanderschalten der genannten beiden 


Lichtfilter wird der Polarimeter-Nullpunkt auf + 0,34° erhéht. 


Untersucht man die Polypeptid-Kupfersalzlésungen mit dem 
letzteren Lichtfilter, so findet man, daB bei Rechtsdrehung 
deren abgelesene Drehwinkel bei verschiedener Konzentration 
um anniihernd den gleichen Betrag gegeniiber dem Drehwinke! 
ohne Isochinolinrotfilter erhéht werden. Die Lichtdurchlassigkeit 
leidet natiirlich durch das Vorschalten der verschiedenen 
Lichtfilter, was sich besonders bei héheren Konzentrationen 
unangenehm bemerkbar macht. Aus den Versuchen geht her- 
vor, da8 bei mittleren Konzentrationen der dunkelblau gefirbten 
Kupfersalzlésungen der Polypeptide ein Lichtfilter weggelassen 
werden kann, ohne daB dabei wesentliche Fehler in der Be- 
stimmung des Drehwinkels entstehen. Der Nullpunkt muB jedoch 
mit einem Lichtfilter festgestellt werden, das ein der Kupfersalz- 
lésung entsprechendes Absorptionsvermégen aufweist. 


l. Glycyl-d-leucin«Kupfer. 


Kine 2,5°/,ige Lésung von Glycyl-d-leucin wird 11/, Stunden 
im siedenden Wasserbade am Riickflubkihler mit iiberschiissigem, 
gefalltem Kupferoxyd erhitzt. Es wird dann iiber einem Kohle- 
filter abgenutscht. Das Filter wird griindlich gewaschen und 
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= das Filtrat im Vakuum zu einer 2,86°/,igen Lisung an Di- 
? peptidkupfersalz eingeengt. Der Prozentgehalt der Liésung 
. wurde durch Titration des Gesamtkupfergehalts der Lésung | 
a festgestellt. Da die Menge des angewandten Dipeptids eben- 
q falls bekannt war, so lieB sich die Konzentration der Lésung 
" an Kupfersalz bestimmen. Die Titration hatte ziemlich genaue 
" Werte fiir ein Kupfersalz ergeben, das auf 1 Mol Dipeptid 
ts 1 Mol Kupfer enthilt. Diese Kupfersalzlésung wird nun je- 
| weils mit und ohne Lichtfilter bei verschiedenen Konzentrationen 
untersucht. Die erhaltenen Werte sind in folgender Tabelle 
— zusammengestellt. | 
in fF] Ge: fAbgel Dreh-[ulipkt.| Wirklicher |Abgel Drek-] Nullpunkt pS 
a halt winkel ohne Witelas! Dadooiahel winkel ohne {mit Filtrier-} Wirklicher 
| der | Filtrierblau Filtrierblau- | blau-u.Iso-| Drehwert und 
ir JA] Lé- | und Isochi- blau- und spez. Filter mit Iso-|chinolinrot-| snez. Drehung 
“, sung nolinrot-F. Filter Drehung chinolinrot-F. Filter : 
0 er 
+ fe} 286 | — 6,11 + 0,22 |— 6,33 — 221] -—5,98 |+0,34-0,33]— 6,32 — 22 
1,43 | — 3,20 + 0,22 |— 3,42 — 242] — 3,08 — — 3,42 — 242 
Mm Be 1 — 216 0,22/—238 —238; — 2.04 a — 2.38 — 238 
IS 0,75 | — 1,64 0,22 }— 1,86 — 248 — 1,50 — — 1,84 — 246 
ym WB | 5,5 — 1,17 * 0,22|—1,839 —278} — 1,08 — —1,41 — 282 
o] B} 0,25! —0,50** | +0,221—0,72 — 288] -—0,86 |+0,34-0,33]— 0,70 — 281 
it 5 * und ** unter Vorschalten des Lichtfilters Filtrierblau IL. 
. Aus der Tabelle geht hervor, daB es auf den absoluten 
7 Drehwinkel keinen merklichen KinfluB hat, ob das Isochinolin- 
" rot-Filter vorgeschaltet ist oder nicht. Ferner geht auch aus 
” diesem Versuch wieder hervor, daB das_ spezifische Dreh- 


vermégen mit steigender Verdiinnung zunimmt. Die Drehung 
- des Kupfersalzes entspricht der des S. 44 angefiihrten Priparats (2) 
von Glycyl-l-leucin- Kupfer. 





Z- 
2. d-Leucyl-glycin-Kupfer. 

Kine 2°/,ige Lésung von d-Leucyl-glycin wird 11/, Stunden 

Mn auf dem siedenden Wasserbad am RiickfluBkiihler mit iiber- 

: schiissigem Kupferoxyd erhitzt. Es wird dann iiber einem 

é Kohlefilter quantitativ abgenutscht und bis zur Entfairbung 

di des Filtrats mit Wasser nachgewaschen. Die so erhaltene 
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tief dunkelblau gefirbte Lisung wird im Vakuum zu einer 
2,59°/,igen Lésung des Kupfersalzes vom d-Leucyl-glycin ein- 
geengt. Der °/,-Gehalt der Lésung an Kupfersalz war wieder 
durch eine Kupfertitration bestimmt worden. Die Untersuchung 
des Drehungsvermégen im polarisierten Lichte der Quecksilber- 
lampe gibt bei verschiedener Konzentration die in folgender 
Tabelle zusammengestellten Resultate. 





Gehalt 


‘| d. Lsg. 


“Lo 








Abgel. 


Filter 
0 


+ 0,75 
+ 0,56 
+ 0,49 
+ 0,42 





+ 0,36 


Drehw. 
ohne bl. 


Wirklicher 
Drehwinkel u. 
spez. Drehung 


0 


+ 0,53 + 20,5 
+ 0,34 + 26,4 
+ 0,27 + 27,0 
+ 0,20 + 26,8 





+ 0,14 + 28 


Abgelesener 
Drehwinkel 
mit rotem 
Lichtfilter 


0 
+ 0,92 
+ 0,69 
+- 0,82 

(+ 0,50) 
+ 0,47 








Wirklicher 
Dreh winkel u. 
spez. Drehung 


0 


+ 22,4 
+ 27,1 
+ 28,0 


+ 0,58 
+ 0,35 
+- 0,28 
(+ 0,34) 
+0,14 +28 


Nullpunkt | 


mit | ohne 
rotem) rotes 


Lichtfilter 


0 


+0,34 0,22 





+0,34 | +0,22 


Auch bei diesem Beispiele zeigt sich mit steigender Ver- 
diinnung eine Zunahme des spezifischen Drehvermégens. Eine 
Kupferbestimmung der Kupfersalzlésung ergibt ziemlich genau 
mit der Annahme, daB auf 1 Mol Dipeptid 1 Mol Kupfer 
kommt, tibereinstimmende Werte. 


3. d-l-Leucyl-d-Glutaminsiure-Kupfer. 


Seine Darstellung war die gleiche, wie in beiden bereits 


geschilderten Fallen. 


Die Resultate sind in folgender Tabelle 





zusammengestellt. 
Abgel. | Wirklicher |Abgelesener | Wirklicher 
” Gehalt | Drehw. | Null- ne eee ae Drehwinkel | Null- iatiaiicial 
Nr] d. Lsg. ohne bl. punkt Drel mit rotem | punkt - 
Filter spez. Vrenung| Lichtfilter spez. Drehung 
*. 0 0 0 0 0 
1. 2 + 4,36 [+0,22]+ 4,14 + 207 + 4,50 + 0,34)+ 4,16 +208 
2.) 1,5 |+3,380] — [+308 +205] 4-344 — |+38,10 +206,5 
3.1 1 +231} — |+2,09 +209] + 2,46 — 14212 4212 
4.1 05 | +122] — [+100 +200] + 1,35 — |+1,01 +202 
5. | 0,25 | + 0,73 {+0,22]+ 0,51 +2047 +0,84 |4+0,34]+0,50 +200 
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Die beiden Drehwinkel, die mit und ohne Isochinolinrot- 
Filter bestimmt wurden, zeigen auch hier, wie beim letzten 
Versuch, keine wesentliche Abweichung voneinander. Zu be- 
merken ist ferner, daB eine Umkehrung der Drehrichtung 
segeniiber dem Dipeptid nicht eintritt. Das Drehungsvermégen 
fir polarisiertes Licht wird durch die Kupfersalzbildung nur 
wesentlich verstirkt. Auch veriindern sich die Werte fiir das 
spezifische Drehungsvermégen mit steigender Konzentration 
nicht, sondern sie schwanken um einen Mittelwert. Die Be- 
obachtung, daB ein Dipeptidkupfersalz nicht in entgegen- 
sesetzter Richtung wie das zugehérige Dipeptid dreht, wurde 
auch noch beim l-Leucyl-d-valin-Kupfer, sowie beim 
Glycyl-l-tyrosin-Kupfer gemacht. 


Hoppe-Seyler’s Zoitschrift f. physiol. Chemie, CLXIV. 4 





Apparat zum Absaugen der iiber zentrifugierten 
Niederschlagen stehenden Flissigkeit.’) 


Von 
W. Krane. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Westfalischen Willelms-Universitét Miinster, 
Direktor: Prof. Dr. R. Rosemann.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4, Dezember 19206.) 


Das Prinzip des Absaugeapparats besteht darin, dab mit 
Hilfe einer Spritze in einem Glasbehilter, der zwischen Spritze 
und Absaugréhrchen eingeschaltet ist, ein nur wenig luit- 
verdiinnter Raum geschaffen wird, wodurch ein ganz allmib- 
liches, nahezu vollkommenes Absaugen der itiber dem Niedev- 
schlag stehenden Fliissigkeit ohne Gefahr des Aufwirbelns unter 
steter Kontrolle des Auges ermdéglicht ist. 

Man gibt das umgebogene Absaugréhrchen “# in das 
Zentrifugierréhrchen bis etwa zur Mitte der itiber dem Nieder- 
schlag steheuden Fliissigkeit, bringt den Hahn III in die Ab- 
saugstellung 1 und zieht den Stempel der Spritze nach unten. 
Der Stempel ist mit einem Male nach unten zu ziehen. Das 
Absaugen vollzieht sich sodann entsprechend der abnehmenden 
Verdiinnung des zwischengeschalteten Luftraumes immer lang- 
samer vor sich gehend selbsttatig und erfordert lediglich ei 
allmahliches Senken des Absaugréhrchens in das zweckmibig 
schraig gcehaltene Zentrifugierréhrchen. Nach Beendigung des 
Absaugens nimmt man das Absaugréhrchen aus dem Zentri- 
fugierréhrchen heraus, bringt Hahn Ill in die Auspufistellung 2 





1) Der Apparat kann von dem Mechaniker des Physiologischen 
institats in Minster, Herrn Gotting, bezogen werden. 
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Apparat zum Absaugen der iiber zentrifugierten Niederschliigen usw. 5] 


und driickt den Stempel der Spritze nach oben. Nachdem 
Hahn III wieder in Stellung 1 gebracht ist, kann man das 
Absaugen eines weiteren Réhrchens unverziiglich anschlieBen. 
Der Apparat erméglicht es, 8 Réhrchen mit etwa 5 ccm ab- 
yuhebender Fliissigkeit in wenigen Minuten hintereinander 
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bequem abzusaugev. Sodann muB durch Offnen der Kinwege- 
hahne I und IL die abgeheberte Fliissigkeit abgelassen werden. 
Der Behilter A dient zu Spilzwecken. 

Der Apparat hat sich mir bei sehr vielen Bestimmungen 
als auBerordentlich zweckmiBig und geradezu unentbehrlich 
erwiesen. 


4* 
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finde 
Subs 
untel 
Hefe: 
Uber Peroxydase. s 
IV. Mitteilung. ma 
Die Bedeutung des Substrates fiir das p,,-Optimum. Schh 
— bel | 
H. Ucko und H.W. Bansi. ab. 
Mit 2 Figuren im Text. ind 
, in d 
konn 
(Aus der I. medizinischen Universitatsklinik, Charité, Berlin.) weed 
(Der Redaktion zugegangen am 6. Dezember 1926.) 
PyG 
_ | soll, 
Fiir die Fermentchemie ist die Tatsache von grundlegender | dere 
Bedeutung, daB von allen iuBeren Faktoren die aktuelle — gele: 
Wasserstoffionenkonzentration ausschlaggebend fiir die Aktivitiit werd 
des Fermentes ist. Trotzdem der p,, eigentlich nur einen 

Faktor des Milieus darstellt, erscheint er doch als der wesent- — 
lichste, der fast ausschlieBlich bestimmend auf den Gang der _s 
Reaktion einwirkt. Als erster hat Sérensen?) den Hinflu’ ayy 
der Wasserstoffionenkonzentration auf die Pepsinwirkung nach- | gio 
gewiesen. Spiiterhin wurde festgestellt, daB siimtliche der be- | Pep: 
kannten Enzyme ein bzw. mehrere von dem p,, abhingige deut 
Wirkungsoptima besitzen, so daB das p,,-Optimum als eine spe- Lone 


zifische Kigenschaft fiir die verschiedenen Fermente angesehen | — J)jgg 
werden kann. Kor 

Bei der Durchsicht der diesbeziiglichen Literatur stilit treff 
man indessen vereinzelt auf Angaben, die darauf hinzuweiseu 
scheinen, da8 auch andere Faktoren des Milieus das Optimum 
der Fermentwirkung zu beeinflussen vermégen. So verschie)it 
eine steigende Anfangskonzentration von Harnstoff das p,- 


Optimum der Urease nach der sauren Seite (Liévgren.?) Auch 


—$——________ 


das 
Zu € 


‘) Biochem. Zs. Bd. 21, 8. 181, 279 (1909). 
*) Biochem. Zs. Bd. 137, S. 206 (1923). 
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finden sich einige Hinweise iiber den Kinflu8 verschiedener 
Substrate auf die Fermentwirkung. Abderhalden und Fodor’) 
untersuchten die Hydrolyse verschiedener Polypeptide durch 
Hefemacerationssiifte und fanden den optimalen p,, keineswegs 
fiir alle konstant. Fiir das 1-Leucyl-pentaglycylglycin z. B. 
liegt das Reaktionsoptimum bei p,, = 6,64, fiir das Glycyl- 
l-leucin bei p,, = 8,41—8,50. Abderhalden zieht folgenden 
SchluB: das Optimum ist keineswegs konstant, sondern hingt 
bei gleichen Fermentmengen von der Natur des Polypeptids 
ab. Dernby?) unterzog die Untersuchungen von Abderhalden 
ind Fodor einer Kritik und diskutierte die Méglichkeit, dab 
in dem Hefemacerationssaft mehrere Fermente enthalten sein 
kénnten, z. B. eine Kreptase und eine Tryptase. Wie er glaubte, 
werden die von Abderhalden verwendeten Dipeptide, deren 
p,-Optimum (mit 2 Ausnahmen) ungefaihr bei 7,8 legen 
soll, von einer Ereptase gespalten. Die Polypeptide dagegen, 
deren p,,-Optimum mehr in der Nihe des Neutralpunktes 
gelegen ist, sollten gleichzeitig von einer Tryptase angegriffen 
werden. 

Ringer) zeigte, daB das p,-Optimum der Pepsin- 
verdauung je nach dem verwendeten Proteinkérper und der 
vorhandenen Siure schwankte. Er bezog diese Beobachtung 
auf die Hydratation der KiweiBkérper. Auch Northrop‘), der 
die Verdauung zahlreicher EiweiBkérper durch Trypsin und 
Pepsin untersuchte, fand je nach dem verwendeten Protein 
deutliche Differenzen der verschiedenen p,,-Optima. Northrop 
konnte nachweisen, daB der Grad der Fermentwirkung mit der 
Dissoziation der einzelnen EKiweiSkirper parallel geht. Die 
Fermentwirkung ist also beim isoelektrischen Punkt der be- 
treffenden KiweiBkérper am geringsten und am stiirksten, wenn 
das Substrat mit der vorhandenen Siure, bzw. Base vollstandig 
zu einem Salz verbunden ist. (Siehe Fig. 1.) 


') Fermentforschung Nr. 1, S. 533 (1916). 

*) Biochem. Zs. Bd. 81 (1917). 

*) Kolloid.-Zs. Bd. 19, 8. 253 (1916). 

*) Jl. of gen. Physiol. Bd. 3, S. 211 (1921); Bd, 5, S. 263 (1923). 
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Willstitter und Csainyi?) fanden die optimale Wasser. 
stoffzahl des Emulsins fiir die Hydrolyse von Amygdalin he; 
P,, = 6,0, von Prunasin und f-Methylglykosid bei 4,9, von Lactose 
bei 4,4 und von Raffinose bei p,, = 4,1. Aus der groBen Difleren, 
der Zeitwertquotienten verschiedener Priparate fiir die cin. 
zelnen Substrate ziehen die Autoren den SchluB, daB das 
Emulsin kein einheitliches Enzym, sondern ein veranderliches 
Gemisch sehr zahlreicher, Glucoside und Polyosen abbauender 
Enzyme darstellt. Im weiteren Verlauf dieser Untersuchungen 
konnten Willstitter und Oppenheimer?) aber zeigen, dal 
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Fig. 1 (nach Northrop, a.a.0.), 


die Zeitwertquotienten fiir einige P-Phenylglucoside doch inner- 
halb der Fehlergrenzen iibereinstimmen und so eines der 
Emulsinfermente gleichzeitig mehrere aromatische Glucoside 
angreift, wobei der optimale p,, fiir jedes der Substrate ein 
anderer ist. (Fir Salicin 4,4, Helicin 5,3, Arbutin 4,1.) Je 
nach der Beschaffenheit der Substrate hegt also der optimale p, 
der #-Phenylglucosidase bei 4,1, 4,4 oder 5,3. Alle Substrate 
zeigen dabei eine nahe chemische Verwandtschaft. 

Kine Abweichung im p,,-Optimum fanden ferner Michaelis 


und Rona?) bei der Maltase, je nachdem sie das Enzym auf 


Maltose oder auf -Methylglucosid einwirken lieBen. Die 
Differenz war dabei jedoch sehr gering. (5,8—6,6 fiir #-Methyl- 


eee een 


1) Diese Zs. Bd. 117, S. 172 (1921) 
*) Diese Zs. Bd. 121, S. 183 (1922) 
5) Biochem. Zs. Bd. 57 u. 58 (1913). 
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glucosid, 6,0—6,6 fiir Maltose.) Ein prinzipieller Unterschied 
kann daraus nicht konstruiert werden. 

Angaben tiber das p,,-Optimum der Peroxydase be- 
stehen nur in sehr unvollkommenem Mae. Unter den iiber- 
haupt in Betracht kommenden Arbeiten lag bisher allein die 
Angabe von Abel’) vor, der fiir die Oxydation von HJ durch 
Peroxydase ein Optimum von p,, = 4.5 beobachtet hatte.’) 

Wie wir in unserer III. Mitteilung*) nachgewiesen haben, 
hat die Peroxydase je nach dem Substrat, auf das sie einwirkt, 
ein anderes p,,-Optimum. (Bei Pyrogallol iiber 7,0, bei Guajacol 
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Fig. 2. Ubersicht iiber den EinfluB des Py auf die Orydation der verwendeten Testobjekte. 
a = gereinigtes, > = ungereinigtes Priparat. 


zwischen 4,5 und 6,5, mit dem Maximum bei 5,2, und bei 
o-Kresol zwischen 3,5 und 5,0, vgl. Fig. 2.) 

Um diese Tatsache zu erkliren, kiénnte man annehmen, 
daB es sich auch in unserem Falle um kein einheitliches Enzym, 
sondern um ein Fermentgemisch, fihnlich wie beim Emulsin, 





1) Zitiert nach Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl., Bd. 1, S. 69 
(1924). 

2?) Anm. bei der Korrektur: In der inzwischen erschienenen 
5. Mittlg. iiber Peroxydase von Willstitter und Weber (Liebigs An- 
nalen Bd. 449, 1926) wird fiir die neubeschriebene Malachitgriinmethede 
als optimale Wasserstoffzahl ein p;, von 3,92 angegeben. 

5) Diese Zs. Bd. 159, S. 235 (1926). 
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handelt. Die Oxydationsfermente wirken bekanntlich  trotz 
strenger Spezifitit auf zahlreiche, meist phenolartige Kérper. 
Man miiBte dann die Peroxydase als ein Gemisch von auBer- 
ordentlich zahlreichen Enzymen ansehen. Abgesehen davon, 
daB diese Annahme sehr wenig Wahrscheinlichkeit besitzt, 
spricht dagegen auch die bereits mitgeteilte GréBenordnung 
der von uns gefundenen Wirksamkeitszahlen.') Diese sind fiir 
Guajacol und Pyrogallol etwa gleich, und die Kresolzahl steht 
in einem konstanten Verhiiltnis zu den ersteren. Bei dieser 
fehlt allerdings ein absolutes MaB (vgl. II. Mitteilung). 

Kine andere Erklarung unserer Beobachtungen wire in 
dem elektrochemischen Verhalten der angewendeten Oxydations- 
objekte zu suchen, wie Northrop (a. a. O.) dies in der Disso- 
ziation der verwendeten HiweiBkérper fiir die Pepsin- und 
Trypsinverdauung gefunden hat. Wir haben in der Literatur 
nur eine dltere Arbeit von Bader?) iiber die Leitfahigkeit der 
Oxybenzole und &hnlicher Kérper gefunden. Immerhin geht 
daraus hervor, daB die Phenole in dieser Beziehung keine 
wesentlichen Unterschiede aufweisen, da sie die Leitfahigkeit 
des Wassers kaum erhéhen. Sie scheinen in wiBriger Liésung 
schwache Sauren zu sein. Eine Leitfaihigkeitskonstante lief 
sich nach Bader fiir das Guajacol und Pyrogallol iiberhaupt 
nicht feststellen. Oppenheimer’) unterscheidet bei der Be- 
sprechung der Northropschen Versuche zwischen Fermenten, 
bei denen die elektrochemische Natur der Fermentsubstrat- 
verbindung hauptsichlich durch die elektrochemische Natur des 
Fermentes, und zwischen solchen, bei denen diese durch die 
elektrochemische Natur des Substrates bedingt wird. Da 
Unterschiede im elektrochemischen Verhalten bei den von uns 
verwendeten Substraten nicht vorhanden zu sein _ scheinen, 
diirfte bei der Peroxydase die elektrochemische Natur der 
Fermentsubstratverbindungen also nicht durch die elektro- 
chemische Natur des Substrates bestimmt werden. 

Aus unseren Untersuchungen iiber die Beziehungen der h 





1) Vgl. hierzu Willstitter und Oppenheimer, a. a. O. 
2) Zs. physikal. Chem. Bd. 6, S. 289 (1870). 
8) Oppenheimer, Die Fermente, 5. Aufl., S. 203 (1925). 
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gur Peroxydasewirkung lassen sich gewisse Schliisse tiber den 
KinfluB des Substrates auf das p,,-Optimum eines Fermentvor- 
ganges ziehen. Die Peroxydase eignet sich zu diesen Unter- 
suchungen deshalb gut, weil sich eine Variation des Oxydations- 
objektes bei ihr mit Leichtigkeit produzieren laBt. Unsere Er- 
gebnisse lassen den SchluB zu, daB ein und dasselbe Ferment bei 
der Katalyse verschiedener chemischer Vorginge eine Veriinderung 
seiner Aktivitiits-p,-Kurve und damit seines p,,-Optimums aut- 
weisen kann. Wir erblicken in diesem Verhalten der von dem p,, 
abhiingigen optimalen Fermentaktivitiit bei Variation des Sub- 
strates einen prinzipiell wichtigen Vorgang. Abgesehen von 
der Tatsache, daB, wie dies auch bisher bekannt war, auBer 
der Wasserstoffionenkonzentration andere Faktoren des Milieus 
eine bestimmende Rolle fiir den Reaktionsablauf eines Fer- 
mentprozesses spielen, zeigen unsere Versuche, da fiir ein 
Ferment durch Anderung des zu katalysierenden Vorganges 
andere Wirksamkeitsbedingungen geschaffen werden. So ist 
also das p,,-Optimum der Meerrettichperoxydase ein ganz ver- 
schiedenes, je nach dem Oxydationsobjekt, auf das man das 
Ferment einwirken lift. Die optimale H’-Konzentration stellt 
also offenbar keine Eigenschaft des betreffenden Fermentes dar, 
sondern sie ist abhiingig vom Substrat und von der katalysierten 
Reaktion, Man kann also nicht vom p,,-Optimum oder der Aktivi- 
tits-p,,-Kurve eines Enzyms sprechen, wie dies im allgemeinen 
— sogar im Sinne einer spezifischen Fermenteigenschaft — ge- 
schieht, sondern nur yon dem optimalen p,, eines Enzyms 
bei Einwirkung auf ein bestimmtes Substrat. Die Auf- 
fassung, daB es zu den charakteristischen Eigenschaften eines 
Knzyms gehére, bei einem bestimmten p,, sein Optimum zu 
besitzen, ist jedenfalls fiir die Peroxydase nicht zutreffend. 
Das p,,-Optimum ist also nicht vom Enzym abhingig, 
sondern von der jeweiligen enzymatischen Reaktion. 





Das Gitter-MeBspektroskop (,,Wellenlangenspektrometer") 
zur spektrochemischen Untersuchung: natiirlicher 
Farbstoffe nach Loewe-Schumm. 

Von 


0. Schumm. 
Mit 1 Figur auf Tafe). 


(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitit, 
Allg. Krankenhaus Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am &, Dezember 1926.) 


Nachdem sich durch die in Verfassers Institut gelungene 
Auffindung einer Reihe neuer, bis dahin unbekannter, bio- 
logisch wichtiger Farbstoffe (z. B. der Haimaterinsiure, des 
Kopratins, des Kopratoporphyrins, des Porphyrins aus dem 
Pilanzenporphyratin) erneut die Unentbehrlichkeit spektro- 
chemischer Methoden gezeigt hat und bei der Mehrzahl der 
neueren erfolgreichen Untersuchungen die ein normales Spek- 
trum gebenden Gitterspektralapparate angewandt worden sind, 
mége nunmehr unter Hervorhebung der Hauptvorziige der mit 
einem Gitter ausgestatteten Apparate ein Gitter-MeBspektroskop 
beschrieben werden, mit dem auch ein mit der Optik wenig 
vertrauter Untersucher arbeiten kann, ohne erst die bei den 
meisten anderen Arten von Spektralapparaten erforderlichen 
(bei den Prismenapparaten bekanntlich recht schwierigen und 
umstiindlichen) Eichungsarbeiten vornehmen zu miissen.?) 

Gitterspektralapparate liefern bekanntlich ein Spektrum, 
dessen Rot breiter, dessen Blau und Violett dagegen viel 
weniger ausgedehnt ist als bei einem Prismenspektrum gleicher 
Linge. Deshalb sind namentlich die im Blau und Violett auf- 
tretenden Absorptionserscheinungen im Gitterspektrum viel 
schirfer ausgeprigt und bestimmbar als im Prismenspektrum. 


-- 


1) Vgl. dariiber z. B. O. Schumm, Klinische Spektroskopie. Jena, 
G. Fischer, 1909. 
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Die fast vollkommene Proportionalitit zwischen Wellenlinge 
und Ablenkung bietet weiter den Vorteil, daB fiir den Gitter- 
spektralapparat viel leichter eine genaue Kichungstabelle oder 
ein unmittelbar auf Wellenlingen geeichtes MeBwerk hergestellt 
werden kann als fiir einen Prismenspektralapparat. Zur Her- 
stellung einer zuverlissigen EKichungskurve geniigt durchweg 
die genaue Kinmessung der Heliumlinicu im Rot auf 667,8, 
Gelb 587,6, Griin 501,6 und Blau 447,2. 

Die meisten spektrochemisch gefundenen neuen Tatsachen 
sind unter Benutzung von Gitterapparaten festgestellt, deren 
MeBschraube erst vom Untersucher auf Wellenlingen 
geeicht werden mu8te. Zwar ist schon vor langen Jahren 
von Dr. F. Loewe, wissenschaftlichem Mitarbeiter des Zeiss- 
Werkes in Jena, ein Gitterspektroskop beschrieben worden, an 
dessen MeBschraube man die Wellenlingen unmittelbar ab- 
lesen kann. Seiner iibrigen Einrichtung nach ist dieser, von 
der Firma Carl Zeiss, Jena, gebaute Spektralapparat fiir die 
spektrochemische Analyse tierischer Farbstoffe aber nicht so 
geeignet wie die spiter vom Verfasser beschriebene, bei vielen 
‘'ausenden biochemischer Farbstoffuntersuchungen erprobte 
Ausfiithrungsform. 

Von dem Wunsche geleitet, ein Spektroskop zu schafien, 
mit dem auch der optisch wenig Erfahrene die so wertvollen 
spektrochemischen Methoden zuverlissig ausfiihren kann, hat 
Verfasser Herrn Dr. F. Loewe vorgeschlagen, eine Neukonstruk- 
tion des Gitterspektroskops ausfiihren zu lassen, die die Vor- 
ziige beider bestehender Konstruktionen, von Loewes urspriing- 
lichem Gitterspektroskop und Verfassers sogen. Gitterspektro- 
meter, in sich vereinigen wiirde. Das Zeiss-Werk hat die ge- 
wiinschte Neukonstruktion in dem hier abgebildeten Gitter- 
MeBspektroskop verwirklicht. Es hat einerseits die unmittelbar 
mit Wellenlingenzahlen bezifferte Loewesche MeBschraube, 
andererseits die vom Verfasser bei vielen vergleichenden Unter- 
suchungen als giinstigste erprobten Objektivbrennweiten und 
FernrohrvergréBerung. Ferner besitzt es die von Verfassers 
Konstruktion iibernommene leichte, am Kollimatortriiger be- 
festigte optische Bank mit verstellbarem Objekttisch und Kon- 
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densorlinse. Statt des namentlich bei manchen Alteren Pris. 
menapparaten anzutreffenden, viel zu dicken Spinnfadenkreuzes 
hat der neue Apparat als MeBmarke ein héchst feines, senk- 
recht stehendes Strichkreuz, wie es seit langen Jahren in Ver- 
fassers Apparaten mit bestem Erfolg benutzt worden ist. Das 
MeBwerk zur Bestimmung der Wellenlingen ist bei dem neuer 
Apparat auf eine Stufe der Vollkommenheit gebracht, wie sic 
bis dahin nicht erreicht worden ist. Im Gegensatz zu vielen 
ilteren, fiir den regelmiBigen Gebrauch unvorteilhaft niedrigen 
Stativapparaten hat der hier beschriebene die fiir den Be- 
obachter bequeme Hohe von ungefaihr 40 cm. Der symmetrisch 
und meBbar verstellbare Lichteintrittsspalt ist mit gréBter 
Prazision hergestelit und gegen duBere Beschiidigungen durch 
einen mit einem zentralen Glasdiaphragma versehenen Deckel 


geschiitzt. Durch diese Kinrichtung wird auch die Auflagerung ( 
von Staub auf die Spaltschneiden fast vollstindig verhindert, I 
so daB im Spektrum die stérenden ,,Staublinien“ nicht auftreten. 4 
Das neue Spektroskop ist ein den Erfordernissen der " 
spektrochemischen Farbstoffanalyse aufs vollkommenste an- ; 
gepaBtes MeBinstrument, das ebenso leicht zu handhaben ist I 
wie ein Polarisationsapparat. 1 
Ks wird ausschlieBlich vom Zeiss-Werk in Jena hergestellt. 
. 
Literatur. ’ 
1. F. Loewe, Verh. d. Deutsch. Phys. Ges. Bd. 10, S. 671 (1908). 
2. F. Loewe, Zs. Instrumentenk. Bd. 28, S. 261 (1908). 
3. F. Loewe, Technische Fortschrittsberichte, Bd. V1, Optische Messungen, f 
Dresden und Leipzig 1925, Theodor Steinkopf. ( 


4.0. Schumm, Diese Zs. Bd. 66, 8. 287 (1910). 

5. O. Schumm, Mitteilungen ans den Hamburgischen Staatskranken- 
anstalten, Bd. XII, Heft 7 (1911). 

6, O. Schumm, Spektrographische Methoden, in Abderhaldens Hand- 
buch der biologischen Arbeitsmethoden. 
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Beitrige zur Kenntnis der Phosphorylierung und 
Oxydo-Reduktion. 
Von 
Ragnar Nilsson und Thor Loévgren. 
Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Dezember 1926.) 


Die Arbeiten dieses Laboratoriums iiber Co-Zymase haben 
in der letzten Zeit zur Auffassung gefiihrt, daB die Rolle der 
Co-Zymase eine allgemeinere ist, als friiher angenommen wurde. 
Der Befund, daB Co-Zymase in Blut in betrichtlichen Mengen 
enthalten ist+), dringt erneut zu der Auffassung hin, diejenige 
Teilreaktion des Zuckerabbaues zu spezialisieren, in welcher 
die Co-Zymase primar eingreift. DaB die Co-Zymase das 
Insulin nicht ersetzen kann, wurde bereits nach den ersten 
Versuchen aus diesem Laboratorium iiber Insulin und Hefe 
betont.2) Freudenberg) hat in einer griindlichen Arbeit 
weitere experimentelle Bestitigungen dafiir beigebracht, und 
Virtanen‘) hat sich nach eigenen neuen Versuchen dieser Auf- 
fassung angeschlossen. 

Beziiglich des Kohlehydratabbaues im Tierk6rper sind die Er- 
fahrungen dieses Laboratoriums iiber die Zusammenwirkung von 
Co-Zymase und Insulin noch zu unvollstindig; in einer folgen- 
den Untersuchung sollen besonders diejenigen Fille behandelt 
werden, in welchen die Glykogenreserve des Muskels erschépft ist. 


eR a 


1) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, S. 63 (1926). 

2) Euler u. Myrbick, Chemie der Zelle u. Gewebe Bd. XII, 
S. 57 (1924). 

8) Freudenberg u. Dirscherl, Diese Zs. Bd. 157, 8. 64 (1926). 

‘) Virtanen u. Simola, Ann. Acad. Scient. Fen., Serie A, Bd. 26, 
Nr. 11; Euler, Myrbick u. Nilsson, Sv. Kem. Tidskr. Bd. 38, 8. 353 
(1926); Euler, Nilsson u. Jansson, Diese Zs. im Druck; Jorpes, 
Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 155, S. 137 (1926). 





Pg RRR PR TETAS, GRRE TA 2 Drawer 
Larne nice Sa Se Sn POR u 


& 
: 
# 
R 


RIE REE EOI SSO LATS INNES Kb ES 8 LISP IRE IS 





62 Ragnar Nilsson und Thor Lévgren, 


Diese Mitteilung behandelt zunichst die Beziehung 
zwischen Co-Zymase und Atmungs-Co-Enzym. Im 
Gegensatz zu mehreren anderen Autoren’) vertreten Kuler 
und Nilsson die Auffassung, daB an der enzymatischen Oxydo- 
Reduktion ein als Co-Reduktase bezeichneter spezifischer Akti- 
vator vermutlich identisch mit dem Pnein Batellis und Sterns 
und dem Atmungskérper Meyerhofs, beteiligt ist, der weder durcli 
allgemeine Wasserstoffdonatoren noch durch spezifische Wasser- 
stofidonatoren der betreffenden Dehydrogenase ersetzt werden 
kann. In einer vorhergehenden Mitteilung haben Euler und 
Nilsson experimentelle Beweise fiir diese Auffassung beigebracht. 

In einer zweiten Mitteilung wurde auf das iibereinstimmende 
Verhalten der Co-Zymase und der Co-Reduktase bei der Reini- 
gung, bei der Hitzeinaktivierung und bei der Auswaschbarkeit 
hingewiesen.”) Es diirfte hiernach gerechtfertigt sein, wenn 
wir die Identitaét der Co-Zymase und der Co-Reduktase im 
folgenden — einstweilen mit Vorbehalt — verwenden. 

Kuler und Myrbick®) haben aus ihren Versuchen iiber 
Co-Zymase den SchluB gezogen: ,,Die Bildung der Phosphor- 
siureester aus den Hexosen oder miéglicherweise eine noc! 
friihere Umwandlung des Zuckers ist diejenige Reaktionsstufe 
der Giarung, zu welcher dic Mitwirkung der Co-Zymase er- 
forderlich ist.“ 

Schon vor einiger Zeit haben Euler und Nilsson*4) die Co- 
Zymase als Co-lsomerase gepriift, ohne zu einem entscheiden- 
den Ergebnis zu gelangen. iirzlich haben Myrback und 
Jacobi ) Anhaltspunkte fiir die Mitwirkung einer Co-Isomerase 
an der enzymatischen Umwandlung des Acetaldehyds in Essig- 
siure und Alkohol gefunden und in Verfolgung dieser Er- 
gebnisse nahmen Euler und Myrbiack®) an, daB die wesent- 


1) Vgl. Holden, Biochem. Jl. Bd. 17, S. 361 (1923). 

*) Vgl. auch Euler, Myrbick u. Nilsson, Sv. Kem. Tidskyr. 
Bd. 38, S. 353 (1926). 

5) Euler u. Myrbiick, Diese Zs. Bd. 139, S. 15 (1924), 

*)} Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 160, S. 234 (1926). 

5) Myrbick u. Jacobi, Diese Zs. Bd. 161, S. 245 (1926). 

*) Euler, Myrbick u. Nilsson, Sv. Kem. Tidskr. a. a. O. 
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lichste Rolle dieses Co Enzyms in der Teilnahme an einer der 
Phosphorylierung vorausgehenden Umwandlung der Zymohexosen 
besteht, welche als Ejinleitung zu einer Cannizzaroreaktion 
‘Dismutation) betrachtet werden kann. Mit anderen Worten: 
Kine der ersten Stufen des Zuckerabbaues besteht in einer 
Oxydo-Reduktion, an welcher das Co-Enzym beteiligt ist. 

Ks lag nun nahe, anzunehmen, dab die Wirkung dieses 
Oxydo-Reduktionssystems durch Zusatz von Oxydations- oder 
Reduktionusmitteln beeinflubt werden kann. Wir haben zuerst 
den Kinflu8 der Oxydation untersucht.') Als Oxydationsmittel 
haben wir Methylenblau benutzt. 

Das verwendete Methylenblau war ein Priiparat von Merck 
,med.-chem. rein und chlorzinkfrei“. 


Versuch lL. Kinwirkung auf die CO,-Entwicklung. 

Methylenblaulésung: Bei Zimmertemperatur gesiittigte Liésung. 

Zuckerphosphatidsung: 1 g Glucose + 5 cem 10°/,iger Phosphatputter 
PH = 6,4 + 5 com Wasser. 

Hefesuspension: 1g nicht ausgewaschene ‘lrockenunterhefe H + 10 ccm 
Zuckerphosphatlésung. 


Tabelle J. 








cem Mb-Lésung 
Stunden pi , , , 

0,0 0,0 1,0 05 | O | 0,65 
0,50 0,2 0,1 0.15 0,0 0,15 0,1 
1,25 0,3 0,1 0,2 01 | 1,5 0,6 
1,50 0,3 0,1 0,25 O01 | 28 1,9 
2,00 0,3 0,1 0,25 01 | 5,0 8.85 
2,50 0,35 0,1 0,25 0,1 «66 5,5 
0 ,UU 0,4 0,2 0,3 0,1 | %,6 6,6 
3,50 0,45 0,2 0,35 01 | 8,2 7,2 
4,00 0,8 0,2 0.35 01 | 875 Be 
4.50 2,4 0,6 0,35 01 1 8,0 
5,00 4,6 2,2 | 0,35 0,1 9,5 8,4 
5,50 6,3 4,3 0,35 0,1 9,85 | 8,65 
6,00 7,3 6,0 0,35 01 | 02 | B89 
6,50 7,9 7,05 0,35 0,1 10,5 | 92 


*) Vgl. auch Kostytschew, Diese Zs, Bd. 79, S. 143 (1912); Bd. 53, 
S. 93 (1913); Lyvoff, Zs. f. Girungsphysiol. Bd. 3, 289 (1913). 
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Zu jeder Girungsprobe 1 ccm Hefesuspension + x ccm 


Mb-Lésung + 1—x ccm Wasser. 


Die Girversuche wurden wie immer im Schiittelthermo. 


staten bei 30° gemacht. 


mindert. 
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Wie aus der Fig. 1 ersichtlich ist, verlaufen die Giir- 
kurven annihernd parallel. Die Induktionszeit aber wird durc) 
Zusatz von kleineren Methylenblaumengen betrichtlich ver- 
Durch gréBere Methylenblaukonzentrationen wir 
die CO,-Entwicklung wihrend der in Betracht kommenden 
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Zeit vollkommen unterdriickt. 


daB in den Versuchen ohne Methylenblau die Hefe wahrend 


Y ey 


Fig. 1. 


Es ist nicht ausgeschlossen, 
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der langen Induktionszeit (4 Stunden) abgeschwiicht worden ist. 
Die Gargeschwindigkeit wird durch Methylenblauzusatz jeden- 
falls nicht erhdéht. 


Versuch Il. EinfluB auf die Phosphorylierung. 


Die Induktionszeit wurde in diesem Versuche durch Zymo- 
phosphatzusatz vermieden. 
Zuckerphosphatlésung: 15 g Glucose + 75 cem 10 °/,iger Phosphat- 
puffer py = 6,4 + 15 cem 10°/,ige Zymophosphatlésung + 
60 cem Wusser. 
Hefesuspension: 15 g nicht ausgewaschene Trockenunterhefe H ~ 
150 cem Zuckerphosphatlésung. 
Methylenblaulésung: Gesittigte Lésung, mit Wasser 10 mal verdiinnt. 
Mb I. 
Gesiittigte Loésung, mit demselben Vol:men 
Wasser verdiinnt. Mb II. 


Zusammensetzung der Proben: 


A und B C und D KE 
25 ceem Hefesuspension 25 ccm Hefesuspension 25 eem Hefesuspension 
25 eem Wasser. 25 ecm Mb I. 25 cem Mb II. 


Der Methylenblaukonzentration in C und D entspricht 
somit im vorigen Versuche die Probe mit 0,1 ccm, wo noch 
CO,-Entwicklung stattfindet. In E ist dieselbe Konzentration 
wie in der Probe mit 0,5 ccm im vorigen Versuche gewahlt. 

Die Versuche wurden im Thermostaten bei 30° gemacht. 
Zu verschiedenen Zeiten wurden Proben mit 5 ccm in 10 ccm 
2,5°/,igen Ammoniak hineinpipettiert. Die Hefe wurde ab- 
filtriert und in 10 ccm des klaren Filtrates das anorganische 
Phosphat mit Mg-Mixtur ausgefallt und als Mg,P,O, gewogen. 


52+ 2 
Tabelle II. 








mg Mg,P,0, 
Stunden sing 
A B C D | E 
~~ = : RE A ET TT a en re ane ee | : 
0,0 60,6 61,1 60,5 610 | 61,5 
1,0 41,3 41.9 32,4 32,6 30,6 
2,0 11,5 11,5 90 | 8,9 1; 
3,0 4,5 4,7 45 | 4,3 29 
4,0 4,3 46 | 45 | 4,0 | 2,9 
5,0 4,5 5,0 5,2 5,6 2,8 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIV. a 
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Aus der Tabelle und aus Fig. 2 sieht man, daB die 
Phosphorylierung in ihrem ersten Teil durch Methylenblau ak. 
tiviert wird. Die Aktivierung tritt auch bei einer Methylen- 
blaukonzentration ein, bei welcher im vorigen Versuche dic 
CQ,-Entwicklung ausblieb. 
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Versuch Ill. 
Gleichzeitige Priifung von Phosphorylierung und CO,-Ent- 
wicklung mit und ohne Zusatz von Methylenblau. 
Zymophosphat wurde in diesen Versuchen nicht zugesetzt. 
Zuckerphosphatlésung: 12 g Glucose + 60 ecm 10°/,iger Phosphat- 
puffer + 60 ccm Wasser. 
Hefesuspension: 12 g nicht ausgewaschene Trockenunterhefe H ~- 
120 cem Zuckerphosphatlésung. 
Mb I: Gesiittigte Lésung, mit demselben Volumen Wasser verdiinnt. 
Mb IIL: Gesittigte Lésung, 10 mal verdiinnt. 


Zusammensetzung der Reaktionslésungen: 
A und B C und D E und F 


25 eem Hefesuspension 


5 ecm Hefesuspension 25 ccm Hefesuspension 
5 eem Mb ges./2. 25 cem Mb ges./10 


9 
) 
- 


25 eem Wasser. 
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Versuchstemperatur 30°. Die Phosphatbestimmungen wurden 
wie friher gemacht. Zu den CO,-Bestimmungen wurden A, B, 
( D, E und F Proben mit 5 ccm entnommen. 


Tabelle ILI, 


Phosphorylierung. 























mg Mg,P,0, 
Stunden = 
A 5 C D | E F 

0,0 57,8 57,8 58,3 58,7 58,0 58,5 
0,5 56,9 56,5 57,1 58,2 55,4 55,5 
1.0 58,1 57,3 57,8 58,2 45,7 44,7 
1,5 56,2 56,7 58,0 57,! 24,1 20,9 
2.5 56,1 55,8 50,5 | 40,3 3,9 2,8 
a 53,5 47,3 26,2 {| 17,5 3.3 2,7 
4,75 87,4 22,0 8,0 4,8 om rtp 
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Wir beschreiben sogleich die Girungsproben, die gleich- 
zeltig gemacht wurden. 
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Tabelle IV. 
CO,-Entwicklung. 

Stunden A B che E F 
0,25 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 
0,50 0,2 0,2 0,0 0,0 0,0 
1,00 0,2 0,2 0,0 0,8 2,0 
1,25 0,2 0,2 0,0 3,75 5,3 
1,50 0,2 0,2 0,0 7.2 9,1 
1,75 0,2 0,2 0,0 10,85 12,7 
2,00 0,2 0,2 0,0 12,7 15,3 
2,25 0,2 0,2 0,0 14,8 17,4 
2,50 0,2 0,2 0,0 16,4 19,0 
2,15 0,3 0,2 0,0 17,65 20,2 
8,00 0,3 0,2 0,0 18,4 21,0 
3,25 0,3 0,2 0,0 19,25 22,0 
3,50 0,3 0,7 0,0 20,1 22,8 
8,75 0,6 1,3 0,0 20,5 23,3 
4,00 1,4 2,6 0,0 21,0 24,1 
4,25 2,6 4,9 0,0 21,5 24,7 
4,50 4,6 7,1 0,0 22.0 25,5 
4,75 7,1 10,3 0,0 22,4 26,0 
5,50 14,6 16,6 0,0 23,6 27,8 
6,50 19,2 19,8 0,0 sm _ 
8.33 31,0 26,0 0,0 an _ 


In den Reaktionsmischungen A und B setzt die Girung 
Dies ist auch der 


gleichzeitig mit der Phosphorylierung ein. 
Fall in den Reaktionsmischungen EK und F. Bei der hoheren 
Methylenblaukonzentration in den Reaktionsmischungen C und D) 
dagegen ist die Phosphorylierung nach 5 Stunden, wo noch 
keine Kohlenséiure aufgetreten ist, fast vollendet. 

Die Tatsache, daB durch kleine Methylenblaumengen die 
Induktionsperiode bei der CO,-Entwicklung vermindert wird, 
wird leicht erklirt durch die Annahme, daB Methylenblau in 
die Oxydo-Reduktion eingreift, und daB dadurch die Reaktion 
ausgelést wird. 
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Uber das Cytochrom in Hefezellen. 
(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
Hans y. Euler und Hermann Fink. 


Mit 4 Figuren auf Tafel. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Dezember 1926) 


Eine Untersuchung iiber die Beziehung des von Keilin?) 
entdeckten respiratorischen Farbstoffes Cytochrom einerseits 
zu den am oxydativen Abbau beteiligten Katalysatoren und 
Aktivatoren, andererseits zum Oxydoreduktionssystem, laBt sich 
nur dann in systematischer Weise durchfiihren, wenn eine 
hinreichend genaue Methode zu seiner Bestimmung, sei es in 
unverainderter oder auch in modifizierter Form, ausgearbeitet ist. 

Da die Bestimmung des Cytochromgehaltes fiir unsere 
Problemstellung*) von Bedeutung ist, haben wir uns in letzter 
Zeit mit dieser Aufgabe beschiaftigt. Da unsere Arbeit vor- 
aussichtlich eine Unterbrechung erfihrt, teilen wir unsere 
bisher erhaltenen Resultate und unser Arbeitsprogramm kurz mit. 

Die direkte spektroskopische Beobachtung von Hefe, wie 
sie von Keilin zuerst angewandt worden ist, kann wohl nur 
zu angeniiherten, vergleichenden Schiatzungen des Cytochrom- 
gehaltes herangezogen werden, wie wir dies in einer friiheren 
Mitteilung*) getan haben. 

Erst wenn wir iiber die Menge des in der Zelle vorhan- 
denen Cytochroms genauere Kenntnis erlangt haben, kénnen 





1) Keilin, Proc. Roy. Soc. B. Bd. 98, S. 812 (1925). 
*) Vgl. Euler u. Fink, Diese Zs. Bd. 162, S. 272 (1927). 
"Euler u. Fink, A.a.0O., 8. 279 (1927). 
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wir seine Stellung zu den anderen in den oxydativen Vor. di 
giingen beteiligten Stoffen, besonders zu den einschligigey S¢ 
Knzymen, zu beurteilen versuchen, und seine Reaktionsleistung 
quantitativ messen, wie dies in der Knzymchemie iiblich ist. SI 
Die Abtrennung dieses Farbstoffes in unveriinderter Forn, g 
von der Zelle ist bisher noch nicht gegliickt, so daB zuniichst gf 
nur eine Bestimmung der abtrennbaren Derivate in Angriff S( 
genommen werden konnte. e) 
Hierfiir kamen in erster Linie die Eisenpyrrolkomplexe S 
in Betracht, die sich aus dem Cytochrom abscheiden lassen. 
Nachdem schon 1924 Fischer und Hilger?) als erste Himin 1 
und Hiamochromogen aus Hefe spektroskopisch beobachtet u 
hatten, wurden nach der Entdeckung des Cytochroms durc!: d 
Keilin besonders von Anson und Mirsky‘) Pyridinextrakte h 
aus Hefe bereitet und die dabei auftretenden Hiimochromogen- Z 
spektren eingehend beschrieben und ihre Bedeutung als Kompo- 9 
nenten des Cytochroms erkannt. Schumm‘) hat diese Resultate 
bestiitigt und aus Hefe die Kisenkomplexsalze (Hefeporphyratin) d 
in allerdings noch nicht reinem Zustand abgeschieden und d 
weiter untersucht durch Uberfiihrung in das entsprechende t 
Porphyrin. 1 
Bei diesen Arbeiten wurde die grofe Unbestindigkeit I 
dieser Kisenkomplexverbindungen beobachtet. Fiir eine brauch- ( 
bare Bestimmungsmethode war also die méglichst rasche : 
Ausfiihrbarkeit derselben die erste Bedingung. 
Zuerst versuchten wir unser Ziel durch Eisenbestimmuns ; 
zu erreichen. Die Eisenpyrrolkomponente wurde nach der i 
Kisessig—Chloroformmethode®) aus Oberhefe abgeschieden, ver- ’ 
ascht und in der Asche das Eisen nach der colorimetrischen 


Mikromethode von Lachs und Friedenthal®) bestimmt. 
Gleichzeitig ermittelten wir auch den Gesamteisengehalt in 


') Vgl. Euler, Chemie der Enzyme, 3. Aufl., I. Teil (1925). 

*) Fischer u. Hilger, Diese Zs. Bd. 138, S. 290, 299 (1924). 

‘) Jl. of Physiol. Bd. 60, S. 166 (1925). 

*)Schumm, Diese Zs. Bd. 149, S. 145 (1925); Bd. 154, S.171 (1926). 

5) Schumm, Diese Zs. Bd. 159, S. 192 (1926). 
8) Lachs u. Friedenthal, Biochem. Zs. Bd. 32, S. 130 (1911). | 
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der gleichen Hefe nach der Veraschung. Die Resultate wurden 
schon in der letzten Mitteilung') kurz erértert. 

Die Eisenmethode verlieBen wir schon nach einigen Ver- 
suchen, da sie sich als nicht empfindlich genug erwies, die 
geringen Schwankungen des Cytochromgehaltes ein und der- 
selben Hefe, wie sie aus der spektroskopischen Priifung ge- 
schlossen werden konnten, wiederzugeben. Es ist auch nicht 
erwiesen, daB der Kisengehalt des Chloroformextraktes aus- 
schlieBlich aus dem Cytochrom stammt. 

Die andere Méglichkeit, das ,Himin“ nach der Mikro- 
methode von Fischer und K6g1?) in Porphyrin iberzufihren, 
und zwar mit Hisessig—Jodwasserstoff, oder nach Papen- 
dieck und Bonath*) mit Eisessig—Hydrazinhydrat und das er- 
haltene freie Porphyrin nach unserer colorimetrischen Methode 4} 
zu bestimmen, erschien uns fiir quantitative Zwecke un- 
seelgnet, 

Wir wandten uns deshalb den optischen Methoden zu und 
zogen die quantitative Auswertung der Lichtabsorption 
des Haimochromogens in Pyridinextrakten aus Hefe in Be- 
tracht. Der Hauptstreifen dieses Himochromogens stimmt 
nach Anson und Mirsky®) seiner Lage nach fast vollstiindig 
mit dem «-Band des gewoéhnlichen Pyridinhimochromogens 
(5571/,) tiberein®), was spiter in zahlreichen Versuchen be- 
stitigt worden ist. 

Bei dieser guten Ubereinstimmung lag ein zahlenmiBiger 
Vergleich der Lichtabsorption der beiden Hamochromogene 
in diesem Gebiet des Spektrum auf spektrophctometrischem 
Wege im Bereich der Méglichkeit. Eine Lésung von krystalli- 
siertem Himin in Pyridin—Hydrazinhydrat konnte dabei als 

1) Euler u. Fink, A.a.Q., 8S. 274. 

*) Fischer und Kégl, Diese Zs. Bd. 138, 8. 279 (1924). 

5) Papendieck u. Bonath, Diese Zs. Bd. 144, S. 61 (1925). 

*) Euler u. Fink, A.a.O., 8. 275. 

*) Anson u, Mirsky, Jl. of Physiol. Bd. 60, S. 166 (1925). 

°) Das schon von Fischer und Hilger auf anderem Wege aus 
Hefe erzielte Himochromogenspektrum (I. 555,9) wich nur wenig von 
diesem Wert ab. 
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Standard dienen. Da wir jedoch nicht iiber ein Koénig- 
Martens-Spektrophotometer verfiigen, entschlossen wir uns, dic 
spektrophotometrische Methode von Odencrants') zu_ver- 
wenden. 

Das Prinzip dieser Methode wird im folgenden beschrieben.®) 


Methode von Odencrants. 


Von den Spektren der Farbstoffe in bestimmten Lésungs- 
mitteln werden unter Einhaltung bestimmter Bedingungen 
photographische Aufnahmen gemacht. Die Schwirzung der 
Platte wird dann fiir die verschiedenen Wellenlingen entweder 
mit dem Densographen oder mit dem Martensphotometer ge- 
messen. 

Andererseits wird die Schwirzungskurve derselben Platte 
durch Einkopieren eines Grankeiles von bestimmter Keil- 
konstante ermittelt. Als Ordinaten werden die gemessener 
Schwirzungen S, als Abszissen der verschiedenen Punkte 
die Logarithmen der entsprechenden Lichtintensitiiten ab- 
getragen. 

Auf ein und dieselbe Platte werden nun sowohl Lésungs- 
mittel wie Lésung unter méglichst gleichen Bedingungen aul- 
genommen. Dann werden im Martensphotometer die Schwiir- 
zungswerte fiir beide an entsprechenden Punkten im Spektrum 
bestimmt und der gleichzeitig aufgenommenen Schwirzungs- 
kurve der Platte log J entnommen. Die Differenzen zwischen 
den log J der Lésung einerseits und des Lésungsmittels 
andererseits stellen dann die Absorption des geldsten 
Stoffes dar. 

Werden nun die Spektren von Lésungen, die bekannte 
Mengen eines Stoffes mit bestimmter Absorption enthalten, 
und auf dieselbe Platte eine Liésung desselben Stoffes von 


'! Odencrants, Svensk Kem. Tidskrift Bd. 38, S. 157 (1921). 

2) Die Methode wurde vor kurzem in diesem Laboratorium mit 
gutem Erfolg zu einer Untersuchung von Kuler u. Myrbiick, Diese 
Zs. Bd. 157, S. 263 (1926) zum Studium der Farbreaktion bestrahlter Ole 
angewandt. 
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unbekanntem Gehalt photographiert, so kann aus der Ab- 
sorption auf die Menge des gelésten Stoffes geschlossen 
werden. 

Bei der guten Ubereinstimmung in der Lage, die zwischen 
dem «@-Streifen des gewoéhnlichen Pyridin—Hiimochromogens 
einerseits und dem Hauptstreifen & des Hiimochromogens 
aus Hefecytochrom in Pyridin andererseits besteht, kann also 
zuniichst (solange das EHisenkomplexsalz aus Hefe nicht in 
reiner Form zugiinglich ist) krystallisiertes Himin als Eich- 
substanz Verwendung finden und die ermittelten Absorptions- 
werte im Hefepyridinextrakt sind zuniichst dann auf Haimin 
zu berechnen. Diese Berechnung ist natiirlich ganz willkiirlich, 
da ja der Pyridinextrakt aus Hefe vielleicht noch andere 
Himochromogene enthialt, auger dem dem Hiimin entsprechen- 
den, wie Anson und Mirsky schlieBen, da im Pyridinhefen- 
extrakt noch ein weiterer Streifen bei etwa 585 vorhanden ist 
und auch der Streifen C in seiner Lage vom f§-Band des 
Pyridinhimochromogens etwas abweicht. 

Bei der grofen Wichtigkeit, welche die quantitative Be- 
stimmung des Cytochroms bzw. seiner prosthetischen Gruppe 
fiir unsere weitere Fragestellung hat, lassen wir uns durch 
diese Komplikationen nicht abhalten, zunichst willkiirlich aus 
dem Absorptionswert bei etwa 557 im Hefenextrakt auf Himin 
als Standardsubstanz die Berechnungen auszufihren. 

Mit einer weiteren Schwierigkeit muften wir bei Anwen- 
dung der obenerwihnten Methode rechnen, welche aber auch 
be: Verwendung des Kdénig-Martensschen Spektralphotometers 
aufgetreten wiire: nimlich die Absorption der gelben bzw. 
braunen Hefefarbstofie, die mit in den Pyridinextrakt gehen 
und ebenfalls Licht absorbieren. Ihre Absorption muB natiir- 
lich ebenfalls beriicksichtigt werden. Es kann dies geschehen 
dadurch, daB der Hefeextrakt nochmals nach dem Ausbleichen 
des selektiven Himochromogenspektrums unter sonst gleichen 
Bedingungen auf dieselbe Platte aufgenommen wird und auch 
seine Absorption im Gebiet 557 bestimmt wird. 

AuBerdem scheint uns diese Methode geeignet zu sein, 
den Zerfall des Hiimochromogens aus Hefe ganz objektiv zu 
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verfolgen durch photographische Aufnahme in _ bestimmten 
Zeitabschnitten. 

Ob sich hieraus Anhaltspunkte in chemischer Hinsicht 
fiir den Verlauf des Zerfalls ergeben, ist zunachst noch frag- 
lich, da den spektroskopischen Methoden hierbei kein allzu 
groBer Wert beigelegt werden darf. 

Die genaue Beschreibung der Versuchsanordnung soll in 
einer spiiteren Mitteilung erfolgen. Die Schwierigkeit bei An- 
wendung dieser Methode lag, wie erwa&hnt, darin, daB die 
Spektren aus Hefe nur kurze Zeit haltbar sind. Die Belich- 
tungszeit muBte also auf ein Minimum herabgedriickt werden. 
Die Anwendung der iiblichen Gitterspektrographen fiir die 
photographische Aufnahme war deshalb ausgeschlossen, da dic 
Belichtung bei diesen mehrere Stunden in Anspruch nimmt. 
Nur durch Anwendung des auSerordentlich lichtstarken Nord- 
lichtspektrographen der Firma Otto Toepfer Potsdam, den uns 
der Vorstand des physikalischen Institutes, Dozent G. Ising, 
freundlichst zur Verfiigung stellte und durch Benutzung der 
besonders lichtstarken Wolframbandlampe der Firma Philipp, 
Stockholm, konnten wir gut exponierte Aufnahmen in 30 
bis 60 Sekunden erhalten. Dabei war die Schichtdicke der 
Lésung 10 cm und die Spaltéffnung 0,05—0,06 mm. Die 
Negative zeichneten sich durch groBe Schirfe aus und ge- 
statteten eine 5- bis 10 fach lineare VergréBerung (vgl. | 
Tafel). | 

Ob sich auch die densographische baw. photometrische | 
Auswertung hinreichend genau gestalten wird, miissen weitere | 
Versuche ergeben. | 

Aut Taf. II geben wir die vergréBerten Positive unserer 
ersten Spektralaufnahmen von Pyridinextrakten aus Hele 
wieder. Die Negative wurden erzeugt auf stark rotempfind- 
lichen panchromatischen Platten (Wellington-Spektrum). Fig. | 
ist das Neonspektrum, erzeugt mit einer Glimmlampe. Hs soll 
zur Ermittlung der Wellenlingen dienen, wenn wir spiiter fiir 
quantitative Zwecke die Schwiirzung der Platte mit dem 
Martens-Photometer bzw. Densographen festlegen werden. 

Zur besseren Orientierung sind auch die mit abgebildeten 
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Zihne gedacht, sie gestatten leicht die Lage der Absorptions- 
streifen miteinander zu vergleichen, unabhingig von etwaigen 
seitlichen Verschiebungen der Platte. Spektrum 2 ist erzeugt 
mit einer Lésung von 0,1132 mg reinem Hiimin in 14 ccm 
Pyridin, der kurz vor der Aufnahme etwas Hydrazinhydrat 
zugesetzt worden war, in 10cm Schicht. Die Belichtungszeit 
betrug 15 Sekunden bei Spaltbreite 0,06 mm. 


Die Spektren 3 und 4 sind Aufnahmen von Pyridin- 
extrakten aus Oberhefe. 


13 g Oberhefe A wurden mit 20 cem Pyridin digeriert, rasch auf 
der Nutsche abgesaugt und der Extrakt in 10 cem Schicht photogra- 
phiert. Von der Zugabe des Pyridins bis zur Aufnahme verstrichen 
8 Minuten. Die Belichtungszeit betrug 60 Sekunden bei Spalt 0,06 mm, 
bei Spektrum 3, 45 Sekunden bei Spektrum 4. Beide Aufnahmen waren 
noch etwas tiberbelichtet. 


Auf diesen ersten Aufnahmen von Pyridinextrakten aus 
Hefe ist deutlich das dreibandige Hiimochromogenspektrum 
zu sehen, wie es von Anson und Mirsky beschrieben worden 
ist. Ihre Feststellung, daB der Hauptstreifen B seiner Lage 
nach mit dem «-Band des gewéhnlichen Pyridinhimochromogens 
aus Himin iibereinstimmt, ist bestiitigt. Weniger deutlich 
ist die geringe Verschiebung des Bandes C nach Rot im 
Vergleich zum f§-Band des Blutfarbstoffhimochromogens zu 
erkennen. Charakteristisch ist aber fiir das Hefenhimochromogen 
noch der Streifen 4, der nach obigen Autoren bei etwa 585 
liegt und auf unserer Abbildung deutlich zum Vorschein 
kommt. 

Aus diesen qualitativen Vorversuchen geht hervor, dab 
das Himochromogen der Hefe im Pyridinextrakt nach der 
Methode von Odencrants im Prinzip quantitativ bestimmbar 
ist, wobei Himin in Pyridinlésung als Standard gewiahlt 
wird und die Lichtabsorption bei der Lage des Haupt- 
Streifens (etwa 557) quantitativ verglichen wird. Die Aus- 
arbeitung der Methode soll begonnen werden mit der wichtigen 
Feststellung, ob das Beersche Gesetz fir Himochromogen— 
Pyridinlésungen gilt. Es ist dies um so notwendiger, als 
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V. Zilzer') vor kurzem gefunden hat, daB sich bei Lésungen 
von Hamin in Natronlauge und Ammoniak betrichtliche Ab- 
weichungen von diesem Gesetz nachweisen lieBen. 


Herrn Dozenten Dr. A. Odencrants danken wir auch 
hier bestens fiir die bereitwilligst erteilte Unterstiitzung durch 
Rat und Tat bei der Ausfiihrung unserer spektroskopischen 


Arbeiten. 


') V. Zilzer, Biochem. Zs. Bd. 179, S. 348 (1926). 











Uber die Inaktivierung einiger Hefefermente durch 
Zink- und Cadmiumsalze. 
Von 
S. Kostytschew und G. Medwedew. 
Mit 4 Figuren im Text. 


(‘Aus dem Laboratorium fiir Biochemie der Pfanzen der russ. Akad. d. Wissensch.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1926.) 


Die bemerkenswerten neueren Untersuchungen von H. v. Ku- 
ler, R. Willstitter und deren Mitarbeiter zeigen, dab 
es gelingen kann, die relativen Geschwindigkeiten einiger 
Yermentwirkungen durch p,,-Veranderungen in solcher Weise zu 
modifizieren, daB die Resultate der Geschwindigkeitsmessungen 
AufschluB geben kénnen iiber die Anteilnahme einzelner 
Fermente an bestimmten Stoffumwandlungen. So haben Will- 
stitter und Lowry jr.’) gefunden, daB bei p,, = 2 die In- 
vertasewirkung in weit héherem Grade gehemmt wird, als die 
Zymasewirkung. Unter Beriicksichtigung der quantitativen 
Verhiltnisse ziehen die Verfasser aus ihren Resultaten den 
SchluB, daB mindestens ein Teil des bei p,, = 2 vergorenen 
Zuckers als nicht invertierter Rohrzucker durch Zymase an- 
gegriffen wird. Noch scharfer sind die von Willstaitter und 
Bamann?) mit Maltase erhaltenen Resultate: bereits bei 
Py = 4,5 wird das genannte Ferment sehr stark inaktiviert, 
indes die Zymase noch mit groSer Intensitéit arbeitet. Dem- 
nach soll nach Willstatter und Bamann auch Maltose 
direkt vergirbar sein. v. Euler, Myrback und Nilsson’) 


) R. Willstitter u. C. D. Lowry jr., Diese Zs. Bd. 150, S. 287 
(1925), 

*) R. Willstitter u. E. Bamann, Diese Zs. Bd. 152, S. 202 (1926). 

*) H. v. Euler, K.Myrback u. R. Nilsson, Diese Zs. Bd. 144, 
S. 187 (1925). 
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erhielten folgendes Resultat: bei p,, = 8,5 wird die Brenz.- 
traubensiurespaltung durch Hefe auf 8°/, der normalen Intensitiit 
reduziert, die Zuckervergirung verliuft aber bei dieser Reaktion 
der Lésung mit einer bedeutenden Geschwindigkeit. Es wiire 
also die SchluBfolgerung naheliegend, da die sogenannte 
Carboxylase am Girungsvorgange nicht beteiligt sei. 


An dieser Stelle wollen wir jedoch die obigen Resultate 
nicht niiher besprechen und nur den Umstand hervorheben, 
daB die Methode der ungleichen Hemmung_ verschiedener 
Fermentwirkungen nicht nur fiir die Fermentforschung von 
Bedeutung ist, sondern auch auf dem Gebiete der Girungs- 
chemie brauchbar ist. Die ungleiche Inaktivierung einzelner 
Fermente kann selbstverstindlich nicht nur durch p,,-Ande- 
rung, sondern auch durch anderweitige Einwirkungen erzielt 
werden. Die p,,-Verschiebung in solchen Grenzen, wie sie in 
obigen Versuchen von Willstatter und Lowry jr. in An- 
wendung kam, ist denn auch eine ziemlich rohe Wirkung. 


S. Kostytschew und seine Mitarbeiter+) haben schon 
langst bei ihren Untersuchungen iiber die alkoholische Girung 
folgende Methode verwendet: durch geringe Konzentrationen 
der Zn- und Cd-Salze wird die sogenannte Hefereduktase in- 
aktiviert und eine Anhiufung des zu reduzierenden inter- 
mediaren Girungsproduktes erzielt. Auf diese Weise wurde 
zum ersten Male eine anomale Bildung von Acetaldehyd be- 
wirkt und der genannte Stoff als ein Zwischenprodukt der 
alkoholischen Giarung erkannt. 

Dieses Verfahren wurde damals nur als ein Hilfsmitte! 
bel giirungschemischen Untersuchungen verwendet und die sich 
hierbei abspielenden Anderungen der Kinetik der verschiedenen 
fermentativen Vorgiinge wurden nicht eingehend untersucht. 


') §. Kostytschew, Chem. Ber. Bd. 45, 8. 1289 (1912); Diese Zs. 
Bd. 79, 8S. 180 (1912); Bd. 88, 8S. 93 (1918); S. Kostytschew u. 
A. Scheloumow, Diese Zs. Bd. 85, 8. 498 (1918); S. Kostytschew 
u. L. Frey, Diese Zs. Bd.111, 8.126 (1920); S. Kostytschew u. 
S. Zubkowa, Diese Zs. Bd. 111, S. 182 (1920); S. Kostytschew, 
Biochem. Zs. Bd. 64, 8S. 237 (1914). 
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Es ist allerdings gelungen, bereits in alteren Versuchen folgende 
Tatsachen festzustellen: 

1. Zink- und Cadmiumsalze hemmen stark die Reduktion 
yon Acetaldehyd durch Hefepriiparate, sind aber gegeniiber 
den lebenden Hefezellen wirkungslos. Hieraus ist ersichtlich, 
daB die genannten Salze eine direkte Einwirkung auf die 
Hefefermente ausiiben. 

2. Zink- und Cadmiumsalze mit verschiedenen Anionen 
bedingen dieselben Aldehydausbeuten. Es sind also, allem 
Anschein nach, namentlich die Ionen der genannten Metalle 
wirksam. 

3. Die Wirkung von Zink und Cadmium ist spezifisch: 
die untersuchten Salze der anderen zweiwertigen Metalle rufen 
entweder gar keine, oder eine auffallend schwiichere Wirkung 
hervor.?) 

Diese Resultate zeigen, da’ die EKinwirkung von Zink 
und Cadmium auf die reduzierenden Eigenschaften der Hefe 
eine eigenartige Erscheinung ist. Es ist daher von Interesse, 
die Kinetik der verschiedenen Fermentwirkungen in Gegenwart 
der genannten Salze niiher zu studieren und den Mechanismus 
der inaktivierenden Wirkung ihrem Wesen nach zu erforschen. 
Nachstehend sind die Resultate unserer Untersuchungen mit 
Hefeinvertase, Hefereduktase und Hefecarboxylase mitgeteilt. 
Weitere Untersuchungen sind im Gange. 

Kiner von uns (K.) hat vor kurzem darauf hingewiesen, 
daB die Reduktase und die Carboxylase méglicherweise keine 
selbstindigen Fermente sind. In der vorliegenden Mitteilung 
haben wir jedoch, der Kiirze wegen, die alten Bezeich- 
nungen beibehalten. Unsere Versuche wurden mit Trocken- 
hefe und Mazerationssaft nach v. Lebedew ausgefiihrt. 
Die Trockenhefe haben wir aus technischen Stimmen der 
untergiirigen Bierhefe dargestellt, die uns vom Laboratorium 
der Brauerei Stenka Rasin iiberlassen wurden. Dem Leiter 
des Laboratoriums, Herrn Professor Dr. A. Stepanoff 


*) Die Einwiinde v. Mays gegen diese SchiuSfolgerung sind durch- 
aus unhaltbar. Vgl. die nachfolgende Darlegung. 
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sprechen wir dafiir auch an dieser Stelle unseren aufrichtige; 
Dank aus. 
Invertase. 


Unsere Prapsarate besaBen meistens ein hohes Inversions. 
vermégen. Die Reaktionsgeschwindigkeit haben wir mit Hilf 
eines Quarzkeilapparates polarimetrisch ermittelt und in einigey 
Versuchen die erhaltenen Resultate durch Titration nac} 
G. Bertrand kontrolliert. Die in unseren T'abellen angegebenen 
Zahlen stellen unmittelbar Skalenteile des Apparates dar 
Dieselben kénnen durch Multiplikation mit dem Faktor 
0.216657 (F) in Kreisgrade iibergefiihrt werden. 

Da siimtliche Versuche vollkommen iibereinstimmende 
Resultate ergaben, so geben wir nur einen Teil unserer Kr- 
gebnisse wieder. 

Die Spezifitat der Zn- und Cd-Salze wird durch folgende 
Tabelle erlautert. 

Tabelle 1. 


Portionen zu je 0,40 ¢ Trockenhefe in 40 cem 16,2 °/,iger Rohrzucker- 
lésung. Konzentration simtlicher Salze n/200. 








Nach 80’ Nach 45’ Nach 75’ 


Ansatz ae ee apes “cme lIn 
, Inver- , |Inver- iz |Inver- 
5 / 
o | . a | F . a | ' ° 
_ sion | sion | sion 








Obne Hefe und Salz | +64,6; 0 | +646) 0 | +646) 0 | — 
Mit Hefe ohne Salz +30,5 34,1 | +22,8/ 41,8 | + 9,7] 54,9 | 67 
>» 9», mit MgCl, | +31,4| 33,2 —|i- — - 
» +» » oe +30,1 | 34.5 —- = a 
» 5, yy GnCl, | +41,1} 23,6 | +31,4|) 38,2 | +22,0) 42, — 
>» 9 yy «8Cl, | +30,9! 33,7 we an ooo oe 
1» 97 ~Song,«sCACI, | +434} 21,2 | +32,8] 32,3 | 422.3] 423 | 43 

Aus obigen Zahlen ist ersichtlich, daB nur Zn und Cd in 
n/200-Lésungen eine erhebliche Inaktivierung der Invertase 
hervorgerufen haben. Die Hemmung betriigt etwa 40°/, der 
Inversionskonstante. Mg, Ca und Sr haben keine Hemmung 
der Inversion bewirkt. 

Dieselben Resultate erhielten wir auch bei der Bestimmung 
der Reaktionsgeschwindigkeit nach der Bertrandschen Methode. 
wie es aus den folgenden Tabellen zu ersehen ist. | 
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Tabelle 2. 


Portionen zu je 0,40 g Trockenhefe in 40 cem 15,3 °/,iger Rohrzucker- 
lésung. Versuchsdauer 18 Minuten. 











Ansatz Invertzucker in ¢ 
Ohne Salz ...... 0,66 
Mit CaCl, n/200 ... . 0,67 
, ZnCl, n/200 ... . 0,41 
,» SrCl, n/200 ... . 0,68 
» BaCl, n/200 ... . 0,68 


Tabelle 3. 


Portionen zu je 0,40 g Trockenhefe in 40 ccm 18,5 °/,iger Rohrzucker- 
lésung. Versuchsdauer 23 Minuten. 














Ansatz a/l Inversion abieeannaunal 
in g 
Ohne Hefe und Salz. . . + 74,0 0 0 
Mit Hefe ohne Salz . . . + 54,3 19,7 0,60 
und MgCl, n/200 + 54,6 19,4 0,60 
‘i , CaCl, n/200 +53,1 20,9 0,61 
js » » 4nCl, 0/200 + 60,8 13,2 0,41 


Die Zahlen dieser Tabelle zeigen, daB sowohl die polari- 
metrische Methode als die Titrationsmethode gleiche Resultate 
liefern, 

Wir haben auch mit dem Mazerationssaft nach v. Lebe- 
dew gearbeitet und erhielten wiederum dieselben Resultate. 
Kin derartiger Versuch wird auf der folgenden Tabelle wieder- 
gegeben. 

Tabelle 4. 


Portionen zu je 1 ecm Saft in 30 cem 18,6 °/,iger Rohrzuckerlésung. 
Versuchsdauer 35 Minuten. 








Ansatz Invertzucker in g 
Oime Sela. . « + 0,83 
Mit ZnCl, n/800 . . . . 0,63 
, CdCl, n/300 ... . 0,69 


Durch alle obigen Zahlen wird die Spezifitat der Wirkung 
von Zn- und Cd-Salzen sichergestellt. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXIV. 
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Die folgende Tabelle enthilt Resultate der Versuche, 
welche zeigen, daB die Anionen der Zn- und Cd-Salze keine 
Wirkung auf die Invertase ausiiben, indem gleiche Konze. 
trationen verschiedener Salze innerhalb der Grenzen der Ver. 
suchsfehler eine und dieselbe Inversionshemmung hervorrufen, 


16,8 °/,ige Rohrzuckerlésung. 


Tabelle 5. 


Versuchsdauer 20 Minuten. 























Hefe in g Salz 
0 Kein Salz 
0,40 ” ” 
0,20 y» 9 
0,40 ZnSO, n/200 
0,40 Zn(OOC—CH,), n/200 
0,40 ZuiCl, n/200 
0,40 ZnBr, n/200 








a/F Inversion 
+ 67,2 0 
+41,2 26,0 
+52,4 14,8 
+49,7 17,5 
+50,3 16,9 
+50,2 17,0 
+50,5 16,7 


Die Tab. 6 erliutert dieselbe RegelmaBigkeit in betref 
der Cadmiumsalze. 


Tabelle 6. 


16,8 °/,ige Rohrzuckerlésung. Konzentration der Salze n/200. 
Versuchsdauer 22 Minuten. 





Hefe in g 


0 
0,40 
0,20 
0,40 
0,40 
0,40 
0,40 * 





Salz 
Sudo Gil 
99 99 
Caso, 
Ca(00C—CH,), 
CdBr, 
CaCl, 








a / fr Inversion 

+ 67,2 0 

+ 39,0 28,2 
+51,7 15,5 
+494 17,8 
+49,7 17,5 
+50,0 17,2 
+50,0 17,2 


Obige Resultate zeigen, daB die Anionen der Zink- und 
Cadmiumsalze bei den von uns verwendeten Konzentrationen 
keinen Einflu8 auf die Invertase ausiiben. Es ist also er- 
sichtlich, daB adie Hemmung der Invertase namentlich 
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durch die Ionen der Metalle Zink und Cadmium bewirkt 
wird. Die Anionen der Salze von Zn und Cd eben- 
sowie die Metalle Mg, Ca, Sr und Ba rufen in den von 


uns verwendeten Konzentrationen keine Hemmung 


der Invertase hervor. Die Zahlen der Tab. 6 erlauben, die 


Inaktivierung der Invertase auf Grund des Vergleiches der 


salzhaltigen Loésungen mit denjenigen die ohne Salzgabe mit 
0,40 g bzw. 0,20 g Trockenhefe versetzt waren, durch Inter- 
polation quantitativ zu schatzen. Es ergibt sich dasselbe 
Resultat, das aus dem Vergleich der Geschwindigkeitskonstanten 
zu ziehen war: durch n/200-Loésungen der Zink- und Cadmium- 
salze wird etwa 40°/, der Gesamtmenge von Invertase in- 
aktiviert. 

Die inaktivierende Wirkung von Zn und Cd haben wir 
an fiinf verschiedenen Priparaten von Trockenhefe aus unter- 
eiriger Bierhefe gepriift und vollkommen iibereinstimmende 
Resultate erhalten. In folgender Tabelle sind unsere Er- 
gebnisse mit 3 Hefepriparaten zusammengestellt. 


Tabelle 7. 


Portionen zu je 0,40 g Trockenhefe in 40 cem 15,6°/,iger Rohrzucker- 
lésung. Versuchsdauer 15 Minuten. 


























= “ Ansatz a/ EF Inversion 
Priiparates 
1 Ohne Salz + 33,9 28,3 
1 Mit ZnCl, n/200 + 41,0 21,2 
2 Ohne Salz + 33,0 29,2 
2 Mit ZnCl, n/200 +40,9 21,3 
3 Ohne Salz + 32,7 29,3 
3 Mit ZnCl, n/200 +41,1 21,1 
Zuckerlésung ohne Hefe + 62,2 0 





Wir haben uns davon vergewissert, daf Zink- und Cadmium- 
salze namentlich die Geschwindigkeitskonstante herabsetzen, 
ohne das allgemeine Wesen der Reaktionskinetik zu verindern. 
Selbst stark verdiinnte Salzlésungen erniedrigen die Ge- 
schwindigkeitskonstante ganz gleichmiBig. Dies ist aus folgen- 
den Daten zu ersehen. 


6* 
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Tabelle 8. 
A. 1g Trockenhefe in 40 ecm 14,4 °/,iger Rohrzuckerlésung. 














oe. a/ F Inversion K-10 Mittel 
451,1 0 sf 
+ 38,9 18,8 137 

20 + 23,5 34,2 130 133 
33 + 9,6 48,1 133 














B. 1g Trockenhefe in 40 cem 14,4 °/,iger Rohrzuckerlésung 
mit ZnSO, n/920. 


457,7 0 — 

+41,6 16,1 115 
20 +27,6 30,1 110 115 
33 +12,6 45,1 119 














Wir haben mehrere Versuche mit verschiedenen Konzen- 
trationen der Zink- und Cadmiumsalze ausgefiihrt, um einige 
Angaben iiber das Wesen der inaktivierenden Wirkung der 
genannten Metalle zu erhalten. EKinige Resultate dieser Ver- 
suche sind in den beiden folgenden Tabellen 9 u. 10 zusammen- 
gestellt. 


Tabelle 9. 


40 cem 16,9 °/,iger Rohrzuckerlésung mit ZnCl,. Versuchsdauer 20 Min. 














Hefe in g ZuCl,-Konzentration a/F Inversion 
0 0 +67,6 0 
0,40 0 +394 28,2 
0,40 n/25000 +40,1 27,5 
0,40 n/5000 + 41,5 26,1 
0,40 n/1000 +47,0 20,6 
0,40 11/200 +-49,8 17,8 











Die graphische Darstellung dieser Resultate ergibt eine 
asymptotische Kurve, die mit der Adsorptionsisotherme au! 
den ersten Blick grofSe Abnlichkeit hat. Eine eingehende 
Analyse dieser Kurve zeigt aber, daB in unserem Falle der 
Verlauf der Verinderungen der Geschwindigkeitskonstante 
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Tabelle 10. 
40 cem 16,9 °/iger Rohrzuckerlésung mit CdCl,. Versuchsdauer 22 Min. 
. SS ——— = ss ee Pe 
Hefe in g CdCl,-Konzeutration a/F Inversion iad 
0 0 +67,6 0 Pt 
0,40 0 +39,0 28,6 ie 
0,40 n/25000 +39,5 28,1 | 2 
0,40 n/5000 +39,8 27,8 RY 
0,40 n/1000 +45,8 21,8 | 
0,40 n/200 +50,3 17,3 
0,40 n/40 +55,8 11,8 











durch die folgende einfache Gesetzmibigkeit beherrscht wird: Die 
GréBe der Geschwindigkeitskonstante ist umgekehrt 
proportional dem Logarithmus der jeweiligen Kon- 
zentration des Zink- oder Cadmiumsalzes (Fig. 1). Im 
Falle der reinen Adsorption besteht dagegen, nach Gibbs 
und Freundlich ein lineares Verhialtnis zwischen den 
Logarithmen der beiden Variablen. Die Fig. 1 zeigt, daB die 
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obige Regel innerhalb eines groBen Intervalls gilt. Es hat 
also den Anschein, als ob das Massenwirkungsgesetz mit ins 
Spiel gezogen wiire. Andererseits gelingt es nicht, das Ver- 
haltnis der Salze zum Ferment im Sinne der Hemmungsstoffe 
unmittelbar nach unseren Daten durch die Formel von 
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Michaelis und Menten!) auszudriicken. Kine ausfihrlichere 
Bearbeitung der Frage nach dem Mechanismus der spezifischen 
Wirkung der Salze kinnte nur mit gereinigten Fermenten 
stattfinden. 

Beachtenswert ist allerdings der Umstand, da die Unter. 
suchungen von Myrbick?) iiber die Inaktivierung der Invertase 
durch verschiedene Metalle folgende Resultate ergaben: Hs 
wurde ein gereinigtes Priparat von Jf = 200 verwendet. Dieses 
Priiparat zeigte eine Inaktivierung unter dem Einflu® von 
Zink- und Cadmiumsalzen und zwar war der Grad der Inakti- 
vierung von der jeweiligen p,-Grofe abhingig. In derselben 
p,-Zone, die in unseren ohne Pufferung ausgefiihrten Ver- 
suchen entstand, beobachtete Myrbiick eine Herabsetzung 
der Geschwindigkeitskonstante um etwa 40°/,. Dies ist der- 
selbe Wert, den auch wir mit Trockenhefe, also ohne Reini- 
gung des Fermentes, ermittelten. Unsere p,-Bestimmungen 
in Gemischen von Trockenhefe mit verschiedenen Salzen lieferten 
folgende Resultate. 


Tabelle 11. 


Mischungen von je 0,40 g Trockenhefe mit je 40cem verschicdener 
Salzlésungen. Die p,,-Bestimmungen wurden elektrometrisch ausgefiihrt 
(Kalomelelektrode-Wasserstoffelektrode). 











Mischung Pu 

Trockenhefe in destilliertem Wasser ..... . 6,01 
, n/200-MgCl,-Lésung ...... 5,85 
n/200-CaCl,- __,, a a a 5,47 
n/200-ZnCl.- —,, ae sina 5,05 

- ,, n/200-SrCl,- “ - oe Me ee 5,67 
. n/200-CdCl, __,, ee ee 4,32 
,, n/200-BaCl, is a ee 5,50 

‘ ,, n/1000-CdCl,- __,, pele es 4,83 
" ,, n/1000-CdBr- __,, cw a x we os 4,50 
,, n/1000-CaSO, _,, er ag, ge 4,94 

., n/1000-Cd\OOC—CH,),-Lésung. . . 5,21 


1) Michaelis u. Menten, Biochem. Zs. Bd. 49, S. 333 (1918). 
?) K. Myrbiick, Diese Zs. Bd. 158, 8. 33 (1926). 
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Nach v. Euler und Myrback!) liegt die optimale Zone 
fir Hefeinvertase bei p, = 4,3—5,0, indes bei p,, = 6,5 die 
Inversion mit einer bedeutend geringeren Geschwindigkeit vor 
sich geht. 

Reduktase. 


Die Reduktasewirkung wird gewodhnlich nach der Reduk- 
tion von Methylenblau quantitativ gemessen. Nach Ausfiihrung 
einiger orientierenden Versuche sahen wir uns jedoch genidtigt, 
dieses einfache Verfahren bei Versuchen ohne Zuckergabe ab- 
zulehnen, da verschiedene Hefepriparate schwankende Resul- 
tate ergaben. Es hat den Anschein, als ob bei diesen Ver- 
suchen nicht nur die Fermentmenge, sondern auch die Menge 
des jeweiligen disponiblen aktiven Wasserstoffs fiir die Methylen- 
blaureduktion von Belang sei. Nun scheinen verschiedene 
Priparate von Trockenhefe sehr ungleiche Mengen des dis- 
poniblen Wasserstoffs zu enthalten. Wir haben daher immer 
Acetaldehyd als Reduktionsmaterial verwendet, da hierbei mit 
allen unseren Hefepriparaten eindeutige Resultate  erzielt 
wurden, Dies ist vielleicht darauf zuriickzufiihren, da 
Acetaldehyd zum gréBten Teil nicht durch den vorriatigen 
Wasserstoff reduziert, sondern nach Cannizzaro dismutiert 
wird und also selbst als Wasserstoffquelle dient. Ob das von 
uns untersuchte ferment als Reduktase, oder als Mutase be- 
zeichnet werden soll, ist uns gleichgiiltig. 

Die Reduktionsgeschwindigkeit haben wir nach der Menge 
des verarbeiteten Aldehyds ermittelt, was keine Schwierigkeiten 
bereitete, da die Intervalle unbedingt mehrere Stunden lang 
sein muBten. Den Acetaldehyd haben wir nach Ripper 
titriert. Die Zahlen der Versuchstabellen stellen unmittelbar 
die bei der Titration verwendeten Mengen der 1,2 n/10-Jod- 
lésung in Kubikzentimetern dar. Die Versuche haben wir auf 
folgende Weise ausgefiihrt: Trockenhefe wurde mit 20 ccm einer 
etwa 0,4°/, igen Acetaldehydlésung in kleinen Flaschen mit 
eingeschliffenen Glasstépseln bei 20° stehengelassen. Zu den 
Versuchen verwendeten wir lediglich den aus Paraldehyd frisch 


1) v. Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 180, S, 61 (1922). 
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bereiteten Acetaldehyd vom Siedep. 21°. Als Antiseptikum 
diente Toluol. 

Der EinfluB der Fermentmenge auf die Aldehydreduktion 
wird durch folgende Daten dargestellt, die also als MaB der 
in weiter folgenden Versuchen stattgefundenen Inaktivierunz 
der Reduktase dienen kénnen. Wir betonen ausdriicklich, dag 
in unseren Versuchen gar keine Verminderung der Aldehyd- 
mengen in den ohne Hefe belassenen Kontrollflaschen zu ver- 
zeichnen war. 


Tabelle 12. 


Versuchsdauer 23 Stunden. 





Hefemenge 0g 1,0 ¢g 1,0¢g 2,5¢ 5,0 g 5,0¢ 
Reduktion 0 3,0 2,9 8,2 22,8 22,6 
Der Einflu8 der verschiedenen Salze von zweiwertigen 
Metallen auf die Reduktion wird durch die folgenden Tabel!en 
veranschaulicht. In allen weiteren Versuchen mit Re- 
duktase war die Menge der Trockenhefe gleich 2,5 ¢. 


Tabelle 13. 
Versuchsdauer 21 Stdn. n/700-Salzlésungen. 


























JOomnesats| MgC, | Cac, | ZnCl, | SrOl, | Bact, 

















Reduktin | 80 | 78 | 96 | 44 715 | 82 
Tabelle 14. 


Versuchsdauer 23 Stdn. n/50-Lésungen. Die Mischung verbrauchte vor 
dem Versuche 27,4 cem 1,2 n/10-Jodlésung. 























Ohne Hef Mit Hefe 
ae : 
* |OhneSalz| MgCl, | CaCl, | ZnCl, | SrCl? | CaCl, 
Geblieben | 27,4 19,2 | 208 | 22,2 | 26,4 | 20,0 | 25,9 
Reduziert 0 8,2 6,6 6,2 1,0 | 17,4 1,5 














Tabelle 15. 


Versuchsdauer 21 Stdn. n/50-Lésungen. Die Mischung verbrauchte vor 
dem Versuche 27,2 ecem 1,2 n/10-Jodlésung. 


See Mit Hefe 























EEE TERE eT : : a 

OhneSalz| MgCl, | CaCl, | ZnCl, | SrCl, | CdCl, 
Geblieben 27,2 19,0 21,2 | 21,6 | 24,8 | 20,4 | 25,6 
Reduziert 0 8,2 6,0 | 5,6 | 2,4 6,8 | 1,6 
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Es ergab sich, daB die Aldehydverarbeitung durch Mg, 
Sr und Ba bei n/700-Salzkonzentrationen nur innerhalb der 
trenzen der Versuchsfehler herabgesetzt wird. Dieselben 
Metalle inaktivieren die Reduktase in n/50-Salzlésungen nur 
ziemlich schwach. Zn und Cd iiben dagegen in n/50-Lésungen 
eine sehr starke hemmende Wirkung aus; dieselbe ist auch 
in n/700-Zinksalzlésungen sehr bedeutend. Durch obige Er- 
gebnisse wird also die ausgesprochene Spezifitit der Wirkung 
von Zink und Cadmium auf die Reduktase sichergestellt. 
Dieses Resultat wurde in einer allerdings nicht quantitativen 
Form bereits von Kostytschew und Zubkowa!) erhalten. 
Spiterhin hat Smirnow’) bei seinen Untersuchungen iiber die 
Beeinflussung der Peroxydase durch Mineralsalze ebenfalls 
eine ganz spezifische Wirkung von Zink hervorgehoben. 
Cadmium wurde von Smirnow nicht untersucht. 

Die Anionen der Zn- und Cd-Salze sind an der Reduktions- 
hemmung nicht beteiligt. Aus mehreren illustrierenden Ver- 
suchen mégen die beiden folgenden angetfiihrt werden. 


Tabelle 16. 


Versuchsdauer 21 Stdn. n/50-Lésungen. Die Mischung verbrauchte vor 
dem Versuche 27,0 cem 1,2 n/10-Jodlésung. 

















Mit Hefe 
Ohne Hefe | Ss een POPP oan ee 
Ohne Salz| ZnCl, | ZnBr, | ZnSO, | CdCl, | CdSO, 
eeaiganaccsusenmmen PSP ES OS VARESE NRO renee ee rec ert te ne I SELES EN " A 
Geblieben | 27,0 17,6 | 23,8 | 24,0 | 242 | 236 | 23,4 
Reduziert 0 94 | 32] 30] 28 |) 34] 8,6 








Tabelle 17. 


Versuchsdauer 72 Stdn. n/80-Lésungen. Die Mischung verbrauchte vor 
dem Versuche 26,2 cem 1,2 n/10-Jodlésung. 


Mit Hefe 




















S| ERA Pea gp 

Ohne Salz | CdSO, | CdCl, | CdBr, \Ca(OOC-CH;), 

—— ; aes neues: \acesiiaeammmenes 
: :13,8 194 | 1992 19,4 | 18,6 
Gebliebe 26,2 valle le Bo ss , , 
. , b:14,4 | 192 | 196 | — 19,2 
Niclas ‘ a:12,4 6,8 | 7.0 | 68 7,6 
b:11,8 7,0 | 66 | — 7,0 














) S. Kostytschewu.S8. Zubkowa, Diese Zs. Bd. 111, $.132 (1920). 
*) A. I. Smirnow, Biochem. Zs. Bd. 155, S. 1 (1925). 
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Es ergab sich also, daB Unterschiede zwischen Salzen 
mit verschiedenen Anionen innerhalb der Grenzen von 
Schwankungen bleiben, die mit einem und demselben Salz in | 
parallelen Versuchen vorkommen. 

Der zeitliche Verlauf der Aldehydverarbeitung in Gegen- 
wart von Zink- und Cadmiumsalzen wird durch folgende Ta- 


belle dargestellt. 

Tabelle 18. 
n/50-Salzlésungen. Die Mischung verbrauchte vor dem Versuche 27,2 ccm | 
1,2n/10-Jodlésung. 





Zeit in Ohne Salz 





Ohne Mit ZnCl, Mit CdCl, 
Stdn. |Geblieben} Reduziert |Geblieben} Reduziert |Geblieben| Reduziert 





























24] 190 8,2 24,8 2.4 25,6 | 1,6 

72 eg ee 224 | 48 218 | 5,4 
120 58 | 21,4 19,0 8,2 188 | 84 
168 44 | 228 16,4 | 10,8 16,6 | 10,6 


Diese Resultate sind auf der Fig. 2 graphisch dargestellt. 
Die charakteristischen Kurven zeigen deutlich, daB durch Zn 
und Cd namentlich die Mengen des tiitigen Fermentes enorm 
stark herabgesetzt werden, indes der zeitliche Verlauf der 
Aldehydverarbeitung normal bleibt. 














Wasser 
ft a hi 
a | 

a e 
, J ge A Vi50 Ca'Clo 
4 a 
H / j — 
a 





¢ J0 400 750 


Zelt in Stunden 
Fig. 2. 


Dasselbe Resultat ergaben auch die obigen Versuche mit 
Invertase, in denen wir die regelmifige Herabsetzung der Ge- 
schwindigkeitskonstante dargetan haben. In Versuchen iiber 








in 


if 
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die Aldehydreduktion halten wir es aber fir kaum statthaft, 
eine Geschwindigkeitskonstante zu berechnen.!) Der EinfluB 
yon verschiedenen Konzentrationen der Zn- und Cd-Salze wird 
durch folgende Zahlen erliutert: 


Tabelle 19. 


Versuchsdauer 21 Stdn. Die Mischung verbrauchte vor dem Versuche 
27,0 cem 1,2 n/10-Jodlésung. 








Ansatz Geblieben Ald. | Reduziert Ald. 
Ohne Hefe und Salz . .... . 27,0 0 
Mit Hefe ohne Salz ..... . 15,8 11,2 
und mit ZnCl}, n/1250 ... 18,0 9,0 
ZnCl, n/250 . . 21,4 5,6 
ZnCl, n/50—«ss«( 23,6 3,4 
sp ee Te oes 25,8 1,2 








Tabelle 20. 


Versuchsdauer 48 Stdn. Die Loésung verbrauchte vor dem Versuche 
27,0 cem 1,2 n/10-Jodlésung. 





Ansatz Geblieben Ald. | Reduziert Ald. 
Ohne Hefe und Salz . .... . 27,0 0 
Mit Hefe ohne Salz . . . * 4 15,8 11,2 
und mit CdCl, n/i250 . . 17,8 9,2 
‘ CdCl, n/250 . 20,6 6,4 
wy «ws » GO, a a 22,8 4,2 
CdCl, n/10—ws«(«<“ 26,0 1,0 








Es besteht hier genau dieselbe Regel, die in Versuchen 
mit Invertase zum Vorschein kam: die Reaktionsgeschwindig- 
keit ist umgekehrt proportional dem Logarithmus der je- 
weiligen Konzentration des Zink- oder Cadmiumsalzes. Die 
Resultate der Tabelle 20 sind auf der Fig. 3 graphisch dar- 
gestellt. Ein besser stimmendes lineares Verhiltnis ist kaum 
denkbar. 


1) Uber das Wesen der Aldehydverarbeitung durch Hefe vel. 
8S. Kostytschew, Diese Zs. Bd. 89, 8. 367 (1914) und Bd. 92, 8. 402 
(1914). 
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Es besteht also eine iiberraschende Analogie zwischen 
den mit Invertase und Reduktase erhaltenen Resultaten. In 
beiden Fiillen ist eine scharf ausgeprigte Spezifitat von Zink 
und Cadmium, eine bloBe Herabsetzung der Geschwindigkeits- 
konstante und ein lineares Verhiltnis der jeweiligen Ge- 
schwindigkeitskonstante zum Logarithmus der _ betreffender 


| 
a - = 


























QR 
S 
8 
a } 
| = 
Reduktion 
Ca'Clo 
L 
(9 W250 Y Noeso (9 Miso lg Mo 


Fig. 3. 


Salzkonzentration zu verzeichnen. In beiden Fallen sind die 
Anionen der Salze belanglos. Wir beschriinken uns vorliufig 
auf die Feststellung der soeben priizisierten Analogie, die in 
nnserer zweiten Mitteilung naher besprochen werden wird. 


Carboxylase. 


Die Geschwindigkeit der Brenztraubensiurespaltung durch 
Trockenhefe haben wir auf folgende Weise ermittelt: Trocken- 
hefe wurde mit einer Lésung der freien destillierten Brenz- 
traubensiure versetzt und die von dieser Mischung im Luft- 
strome abgeschiedene CO,-Menge nach der Pettenkoferschen 
Methode’) quantitativ ermittelt. Als Antiseptikum diente Toluol. 

Bereits die ersten orientierenden Versuche zeigten, dab 
die sogenannte Carboxylasewirkung nicht momentan, sondern 





1) S. Kostytschew, Pflanzenatmung, S. 29ff. (1924). 
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im Gegensatz zu Invertase und Reduktase erst nach einer 
,lnkubationsperiode‘ mit voller Intensitit einsetzt. Auch 
haben wir gefunden, daB gleichzeitig mit der Brenztraubensiure- 
spaltung immer eine schwache Selbstgirung der Trockenhefe 
vor sich geht. 

Die nachstehende Tabelle erlaiutert das quantitative Ver- 
hiltnis von Selbstgirung zu Brenztraubensiurespaltung sowie 
das Vorhandensein eines ,,Maximums*“ im zeitlichen Verlaufe des 
letzteren Vorganges. 


Tabelle 21. 


Ansatz I: 3,0 g Trockenhefe in 50 cem destillierten Wassers. Ansatz II: 
3,0 ¢ Hefe in einer Lésung von 0,130 g Brenztraubensiiure in 50 ecm 
Wasser. Temperatur 20°. 








‘Zeit in Min. 
10° | 40° | 45’ | 45’ | Summe: 140’ 
CO, in mg auf Wasser: 65 | 2,5 | 30 | 30 9,0 
CO, 5, » Brenztraubens.| 5,0 | 36 | 20 9 | 10 


Da 130 mg Brenztraubensiure nur 65mg CO, liefern kénnen, 
so ist anzunehmen, dal Brenztraubensaiurespaltung und Selbst- 
girung simultan stattfinden, letzterer Vorgang aber mit einer 
relativ sehr geringen Intensitiit vor sich geht. Die Geschwindigkeit 
der Brenztraubensiiurespaltung ist im Verlaufe der ersten 10 Mi- 
nuten geringer, als im Verlaufe der nachfolgenden 40 Minuten 
Gm Mittel). Es existiert also ein zeitliches Maximum. 

Der Einflu8 der Chloride von zweiwertigen Metallen wird 
durch die Daten der beiden folgenden Tabellen erliutert. 


Tabelle 22. 


Dieselben Verhiiltnisse wie im vorstehenden Versuche. 




















Koblendioxyd in mg 

Ansatz a di Mite pe eel oa sa iid a igri meeting 

30° | 85 | 20° | Summe: 85 
Ohne Salz . 2... i6 | 27 | 11 54 
Mit CaCl, n/50 . 9 | 2 | 18 50 
, ZnCl, n/50 . r 9 12 27 
» srCl, n/50 . 6 | 4 | 13 
» CdCl, n/50 . 4 | 5 | 2 11 
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Tabelle 23. 














Kohlendioxyd in mg 
Ansatz 
50’ | 35/ Summe: 85 
@hne Salz....... 31 26 | 57 
Mit MgCl, n/50. . .. . 32 27 59 
, Swe... . . . 18 19 37 
» Se... 2 we 9 7 16 
~ SERMME a e 11 8 19 








Es ist ersichtlich, daB die Resultate der Salzwirkungen 
auf die Carboxylase von den mit den beiden obigen Fermenten 
erhaltenen Resultaten durchaus verschieden sind. Bei der 
Brenztraubensaéurespaltung ist keine Spezifitat von Zink und 
Cadmium zu verzeichnen: sidmtliche zweiwertigen Metalle 
hemmen den Vorgang in der Reihenfolge ihrer Atomgewichte. 
Die anfangliche Hemmung geht alsdann in Stimulierung iiber; 
infolgedessen sind die CO,-Ausbeuten in Gegenwart von Mg 
und Ca am Ende des Versuches ebenso groB, wie bei Ab- 
wesenheit der Salze. Auch fiir schwerere Metalle gilt dieselbe 
Regel: die folgende Tabelle enthilt Resultate der Versuche 
von langerer Dauer mit Zn und Cd; es ist denn auch klar, dal 
die stiirkere anfiingliche Herabsetzung der Carboxylasewirkung 
eine langere Zeit zum Erreichen der normalen Intensitiit ver- 
langt. Die scheinbare Schwelle zwischen Ca und Zn (Tab. 22) 
existiert also in Wahrheit nicht. 


Tabelle 24. 


Dieselben Verhiltnisse. 




















Kohlenuioxyd in mg | 
Ansatz * - = : 
12’ | 20° | 20’ | 20’ | 20° | 20’ |Summe: 112’ 
Sn A A A IE EOS i ———— nueputoons l - omoeeaen ae - aaneane | aoa seca aes 
Ohne Salz .. 6 | 22 12 | 11 | 6 | 6 | 63 
Mit ZnCl, n/50 |] 3 | 9 | 21 | 14 | 10 | 6 | 63 
» CdCl, n/50 2 | 5 7 | 13 | 11 | 13 | 51 


Die Resultate dieses Versuchs sind auf der Fig. 4 gra- 
phisch dargestellt. 

Die Kurven der Reaktionsgeschwindigkeiten zeigen noch 
deutlicher als die Zahlen der Versuchstabelle, daB es im vor- 
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liegenden Falle von einer regelmaBigen Herabsetzung der Ge- 
schwindigkeitskonstante nicht die Rede sein kann. Es findet 





Wasser 






a0 /Niso ZnCl | 


$C 3 


30 


i= CdCl 


Carboxylose 











1] 72 32 52 72 Min- 


Fig. 4. 


vielmehr nur eine Verlangerung der ,,[nkubationsperiode“ in 
Gegenwart von Salzen statt. Die folgende Zusammenstellung 
der Versuche mit verschiedenen Konzentrationen der Cadmium- 
salze zeigt, daB namentlich bei geringen Konzentrationen eine 
kurzdauernde anfingliche Hemmung des Vorganges zustande- 
kommt. 

Tabelle 25. 


Dieselben Verhiltnisse. 











Kohlendi»xyd in mg 

Ansatz poet a | care aD 

25 | 25’ Summe: 50’ 
J re 18 | 19 | 37 
Mit CdCl, n/1250 . . . . 13 | 20 | 33 
,» CdCl, n/250 ... . 11 | 24 | 35 
» MOM a. 3 | 8 | ( 
» SR we... 2 | 1 3 


Auch hier wird zwischen n/250 und n/50 eine scheinbare 
yschwelle* bemerkbar. Dieselbe existiert aber nicht, wie es 
die vorige Tabelle der Versuche mit n/50-Lésungen beweist. 
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Wir wollen keine weiteren Versuche iiber die Kinetik 
der Brenztraubenséurespaltung mitteilen, da das vorhandene 
Material zum Nachweis der T'atsache geniigt, daB zwischen 
Invertase bzw. Reduktase einerseits und Carboxylase anderer- 
seits ein scharfer Unterschied aufgedeckt worden war. Ks sei 
nur beiliufig erwihnt, daB wir iiber Resultate verfiigen, welche 
zeigen, daB Anionen der Salze auch auf die Brenztrauben- 
siurespaltung keine Wirkung ausiiben. 

Eine ausfiihrlichere Besprechung obiger Resultate vom 
Standpunkte der Fermentforschung aus wird in einer anderen 
Mitteilung stattfinden, und zwar im Zusammenhange mit den 
neuen experimentellen Ergebnissen. Hier ist aber zum Schlub 
der Umstand zu betonen, daB obige Resultate im besten Kin- 
klange stehen mit den ilteren experimentellen Ergebnissen 
von 8. Kostytschew und dessen Mitarbeitern, die gefunden 
haben, daB Zn- und Cd-lonen die Verarbeitung von Acetal- 
dehyd durch getétete Hefe stark hemmen und daB andererseits 
eine anomale Aldehydanhiufung bei der Zuckervergirung durch 
‘T'rockenhefe in Gegenwart von Zink- und Cadmiumsalzen zu 
verzeichnen ist. Das Verhiltnis der Aldehydausbeuten in 
Gegenwart von einem Zinksalz zu denjenigen, die bei der 
Zuckervergiirung durch dieselben Hefepriparate normal vor- 
kommen, kann durch folgende Zahlen erliutert werden: 


Ohne Zinksalz Mit Zinksalz 
Priiparat 1 6 88 
—_ 7 83,5 


Da die gesamte Zuckervergirung durch Zn und Cd sehr 
stark gehemmt wird, so machen hierbei die Aldehydausbeuten 
etwa 30—40°/, der Alkoholausbeuten aus. 

Diese Resultate sind nunmehr leicht erklirlich, wenn mau 
annimmt, daB Brenztraubensiure ein intermediires Produkt 
der alkoholischen Girung ist. Die in vorliegender Mitteilung 
dargelegten Versuche zeigen, da8 die Brenztraubensiurespaltung 
durch Zink und Cadmium nicht gehemmt, die Verarbeitung 
des hierbei entstehenden Acetaldehyds aber bedeutend herab- 
gesetzt wird. Diese Stérung des normalen Verhiltnisses der 
Reaktionsgeschwindigkeiten der beiden genannten Girungs- 
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stufen hat eine Anhiufung von Acetaldehyd zur Folge. Bei 
der Girung von etwa 500g Acetondauerhefe iibersteigt die 
Aldehydausbeute 1g. Die durch iltere Versuche auf- 
geschlossenen hauptsichlichsten Bedingungen der Wirkung von 
Zink und Cadmium auf die Aldehydreduktion sind im Anfang 
der vorliegenden Mitteilung angegeben worden. Durch unsere 
obigen Untersuchungen itiber die Kinetik der Hefefermente 
wurden die dlteren Resultate vollkommen bestiitigt. 

Diese Resultate wurden von Neuberg mehrmals an- 
gefochten. Zundchst bestrebte sich Neuberg darzutun, daB 
der Acetaldehyd in Gegenwart von Zn- und Cd-Salzen nicht 
aus Zucker hervorgehe und auch die Aldehydausbeuten be- 
deutend niedriger seien, als es nach den Angaben von Kostyt- 
schew und seinen Mitarbeitern der Fall ist. Bereits damals 
hat aber Kostytschew darauf hingewiesen, daB die dies- 
beziiglichen Versuche von Neuberg und Kerb!) nicht be- 
weiskraftig sind, da sie bei solchen Bedingungen ausgefiihrt 
wurden, die in lange dauernden Versuchen eine weitgehende 
Zerstérung bzw. Inaktivierung der in Frage kommenden Fermente 
herbeifihren. Besonders ist in derartigen Fallen Brutschrank- 
temperatur zu vermeiden, wie es schon lingst KE. Buchner 
und dessen Mitarbeiter”) hervorgehoben haben. Bei der Nach- 
priifung dieser Angaben Buchners war Kostytschew in der 
Lage, dieselben vollkommen zu _ bestiatigen. *) 

Diese iltere Streitfrage ist nunmehr erledigt, da die neuere 
Arbeit v. Mays*) aus Neubergs Laboratorium Versuchs- 
ergebnisse enthilt, die mit denjenigen von Kostytschew iiber- 
einstimmen und die Kinwinde von Neuberg und Kerb be- 
seitigen. Es zeigte sich naimlich, da die Zuckervergirung in 
Gegenwart von einem Cadmiumsalz bei Zimmertemperatur 
nennenswerte Aldehydmengen liefert, wie es Kostytschew 
dargetan hat, die Selbstgiirung aber sowie die Zuckergirung 





1) Neuberg u. Kerb, Biochem. Zs. Bd. 58, S. 158 (1913). 
*) E. Buchner, H. Buchner u. M. Hahn, Die Zymasegirung, 
S. 148—149 (1903). 
*) S. Kostytschew, Biochem. Zs. Bd. 64, S. 243 (1914). 
*) A.v. May, Biochem. Zs. Bd. 141, 8. 447 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CLXIV. 7 
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im Brutschrank in der Tat keine deutlichen Resultate hervor- 
bringt.’) v. May sucht jedoch die Beweiskraft der Garungsversuche 
in Gegenwart von Zink- und Cadmiumsalzen durch neue Ein. 
winde in Abrede zu stellen und zwar weist er in erster Linie 
darauf hin, daB die Aldehydausbeuten in derartigen Versuchen 
immer angeblich nur Bruchteile eines Prozentes ausmachen, 
indes die Sulfitmethode 75—80°/, der theoretisch méglichen 
Aldehydausbeute ergebe. Hierbei begeht aber v. May einen 


schweren Fehler, indem er die Aldehydausbeuten nicht auf 


den vergorenen, sondern auf den im Anfang des Versuchs zu- 
gesetzten Zucker bezieht. Nur in technischen Betrieben ist 
eine derartige Berechnung leidlich zulassig, da in denselben aus 
wirtschaftlichen Griinden die Gesamtmenge des verwendeten 
Zuckers vergoren werden mu8, beim Experimentieren iiber 
zellfreie Girung ist jedoch die rohe Berechnung auf den ge- 
samten Zucker absolut unstatthaft. In den Versuchen von 
Kostytschew und seinen Mitarbeitern wurden hichstens 3°), 
des verwendeten Zuckers vergoren. Ein so grofes Ubermal 
der Zuckergabe hatte den Zweck, der Vorschrift E. Buchners 
gemiB, die Zymase zu schonen. Ks ist namlich bekannt, dab 
bei der zellfreien Giarung in verdiinnten Zuckerlésungen die 
Zymase schnell zerstért wird. Wenn also v. May die Aldehyd- 
ausbeute nicht auf den vergorenen, sondern auf den iiberhaupt 
nicht angegriffenen Zucker bezieht, so ist daraus zu schliefen, 
daB& der genannte Verfasser iiber die in Betracht kommenden 
Verhialtnisse nicht im klaren ist. Bezieht man den entstan- 
denen Aldehyd auf den vergorenen Zucker, den man nach der 
Menge der gebildeten Endprodukte, d.i. des Alkohols und des 
Kohlendioxyds ermittelt, so ergibt sich eine Aldehydausbeute, 
die 30—35°/, der Alkoholausbeute ausmacht. Dies ist eine 
Ausbeute von derselben relativen Ordnung wie die Ausbeuten 
bei der Sulfitgirung, wo aber selbstverstiindlich mehrmals 
gréBere absolute Aldehydausbeuten erzeugt- werden. Dies ist 
leicht zu begreifen, da die Sulfitmethode direkt auf lebende 
Hefe anwendbar ist. 


1) A. v. May, a. a. O. S. 454. 
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Auf Grund von annadhernden Schitzungen der Methylen- 
plaureduktion in Gegenwart und in Abwesenheit von Zn und 
Cd kommt weiterhin v. May zu dem SchluB, daB die genannten 
Metalle keinen EinfluB auf die Aldehydreduktion durch 
Hefepriparate ausiiben. Er hat keinen einzigen Versuch iiber 
die Verarbeitung von Acetaldehyd in Gegenwart von Zn und 
Cd angestellt, bevor er sein Urteil fillte. 

Ks ist von vornherein ersichtlich, daB derartige Arbeiten 
die Frage der Einwirkung von Zn und Cd auf die reduzierenden 
Kigenschaften der Hefe keineswegs erledigen kénnen. Die in 
vorliegender Mitteilung dargelegten kinetischen Untersuchungen 
stellen die spezifische Wirkung von Zn und Cd auf die 
Aldehydverarbeitung auBer Zweifel. Wir verfiigen iiber eine 
reichliche Menge des unveroffentlichten Materials, welches die 
oben dargelegten Resultate vollkommen bestatigt und betonen 
deshalb ausdriicklich, daB die soeben besprochenen Schluf- 
folgerungen v. Mays durchaus irrig sind. Wir halten die 
Frage der spezifischen Wirkung von Zn und Cd insofern fiir 
erledigt, als wir uns bereit erklaren, die Richtigkeit simtlicher 
Resultate von Kostytschew und seinen Mitarbeitern iiber 
die Anhiiufung und Reduktion von Acetaldehyd in Gegenwart 
von Salzen der zweiwertigen Metalle vor Augen der unvorein- 
genommenen Fachgenossen an verschiedenartigen Priiparaten 
der untergiirigen Bierhefe zu demonstrieren. 

Auf Grund dieser Auseinandersetzungen fiihlt sich der eine 
von uns (K.) berechtigt, Priorititsanspruch zu erheben auf den 
ersten experimentellen Nachweis der intermediaren Acetaldehyd- 
bildung bei der alkoholischen Gdrung. Durch die in vor- 
liegender Arbeit dargelegten Untersuchungen wird der Vorgang 
der Aldehydbildung in Gegenwart von Zn und Cd aufgehellt. 
Da der an und fiir sich schwache Vorgang der Trockenhefe- 
girung durch Salze der genannten Metalle noch erheblich ge- 
hemmt wird, so sind die Aldehydausbeuten nicht groB, doch 
geniigen sie zu einer praparativen Darstellung der Aldehyd- 
derivate, welche ohne Anwendung iibermifig grofer Hefe- 
mengen in Ausbeuten gewonnen werden, die zu einer analyti- 
schen Untersuchung vollkommen ausreichen. Die Aldehyd- 


7* 
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ausbeute erreicht denn auch 30—35°/, der Alkoholausbeute, 
Es ist selbstverstandlich, daB die viel spater ersonnene Sullfit. 
methode, die unmittelbar auf lebende Hefe anwendbar ist, be. 
deutend gréBere Aldehydmengen auf Hinheit des Hefegewichtes 
liefert und infolgedessen eine derartige Bestitigung der inter. 
mediiiren Aldehydbildung gewahrt, die selbst Skeptikern impo- 
niert. Nun ist es eine in der Geschichte aller Wissenschafts- 
zweige tbliche Erscheinung, daB neue Tatsachen vorerst durch 


weniger anschauliche Methoden entdeckt und erst spiter auf 


eine selbst Laien begreifliche Weise auBer Zweifel gestelli 
werden. Wir méchten darauf aufmerksam machen, daf im 
vorliegenden Falle die GréBe der absoluten Aldehydmengen 
fiir die Erforschung der Zwischenstufen der Garung nicht von 
Belang ist, wenn nur das Wesen der Aldehydbildung eindeutig 
klargelegt ist. Davon kann man sich leicht iiberzeugen, wenn 
man bedenkt, da8 die Garung eine Kombination von einigen 
gekoppelten Reaktionen darstellt und daB keine bestimmten 
chemischen Kérper, sondern nur ungesittigte Komplexe im 
Laufe dieser Reaktionen entstehen. Das Herausfangen des 
Acetaldehyds bedeutet also keineswegs, daB bei der Hefegirung 
der gesamte Zucker iiber die Zwischenstufe von Acetaldehyd, 
einem Stoff von bekanntem Geruch und spezifischen Konstanten 
(Siedep. 21° usw.) verarbeitet wird, es ist vielmehr nur ersicht- 
lich, daB bei Unterbrechung des Giarungsvorganges auf einer 
bestimmten Stufe das chemische Gleichgewicht durch Bildung 
von Acetaldehyd hergestellt wird. Dies gibt uns jedoch eine 
ausreichende Vorstellung von dem chemischen Wesen der ge- 
nannten Giarungsstufe, was gerade das Ziel unserer Unter- 
suchungen ist. Infolgedessen ist die durch Sulfite und ihn- 
liche Stoffe hervorgerufene iibermaBige Aldehydanhiufung eine 
durchaus anomale Erscheinung, die aber einen schlagenden 
Nachweis dafiir liefert, daB die Aldehydstufe im obigen Sinne 
tatsiichlich existiert. 

Die Beweiskraft der Untersuchungen von Kostytschew 
und seinen Mitarbeitern besteht im folgenden: 

1, Es ist gelungen, durch Kinwirkung von Zn- und Cd- 
Salzen eine Bildung von Acetaldehyd in solchen Ausbeuten 
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hervorzurufen, die, ungeachtet der starken Hemmung des ge- 
samten Girungsvorganges, die normalen Aldehydausbeuten ums 
zehbnerfache iibersteigen und zum strengen analytischen Nach- 
weis des Acetaldehyds ausreichen. 

2. Der Mechanismus der Aldehydbildung ist dadurch er- 
klirlich, daB Zn- und Cd-Salze eine Inaktivierung bestimmter 
Hefefermente bewirken, und zwar wird die Hefereduktase 
(Mutase) inaktiviert"), die Brenztraubensdurespaltung aber nicht 
gehemmt. 

3. Es ist zum erstenmal gelungen’), eine Verarbeitung von 
Acetaldehyd zu Athylalkohol durch lebende und getitete Hefe 
darzutun. In diesen Versuchen wurde der gebildete Alkohol 
in Substanz isoliert. 

4. Es ist uns zum erstenmal gelungen, durch Hefewirkung 
Cannizzarosche Reaktion zustande zu bringen*) und somit 
die Wasserstoffverschiebung darzutun (erster Nachweis der 
Cannizzaroschen Reaktion bei den Pflanzen). Das wasser- 
stoffverschiebende Vermégen der Hefe, das wohl eine duBerst 
wichtige Rolle am Giarungsvorgang spielt, wurde allerdings 
durch die neueren Untersuchungen von Faworsky*‘) in einer 
noch iiberzeugenderer Weise demonstriert. 


Zusammenfassung der wichtigsten Resultate. 


1. Durch Einwirkung der Zn- und Cd-Salze wird sowohl 
die Rohrzuckerinversion, als die Verarbeitung von Acetaldehyd 
durch Trockenhefe auf eine und dieselbe Weise beeintiuBt, 
und zwar: 


') Nach unseren unverdftentlichten Versuchen wird auch die Re- 
duktion von Methylenblau durch getétete Hefe von Zn und Cd auf die- 
selbe Weise wie die Aldehydverarbeitung beeinfluBt, falls nur eine ge- 
niigende Wasserstoffmenge disponibel ist. 

*) S. Kostytschew u. E. Hiibbenet, Diese Zs. Bd. 79, S. 359 
(1912); S, Kostytschew, ebenda, Bd. 85, S. 408 (1913). 

8) S. Kostytschew, Diese Zs. Bd. 89, S. 367 (1914); Bd. 92, S. 402 
(1914), 

*) A. Faworsky, Bull. Soe. chim. France, Sér. 4, Bd. 39—40, 
S. 216 (1920), 
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2. Selbst ganz schwache Salzkonzentrationen bewirkey 
eine bedeutende Inaktivierung der betreffenden Fermente; hier- 
bei wird nur die Konstante der Reaktionsgeschwindigkeit her- 
abgesetzt, das Wesen der Reaktionskinetik aber nicht ver. 
indert. 

3. Die Reaktionsgeschwindigkeit steht in weiten Grenzen 
im umgekehrt-linearen Verhiltnis zum Logarithmus der be. 
treffenden Konzentration der Zn- und Cd-Salze. 

4. Die Wirkung von Zn und Cd ist spezifisch: die An- 
ionen ihrer Salze spielen gar keine Rolle an der Inaktivic- 
rung der Fermente; Mg, Ca, Sr, Ba iiben bei den in Frage 
kommenden Konzentrationen entweder gar keine oder eine 
nur ganz unbedeutende Wirkung auf die Reaktionsgeschwindig- 
keit der Inversion bzw. der Aldehydverarbeitung aus. 

5. Die Einwirkung der zweiwertigen Metalle auf die Brenz- 
traubensdurespaltung durch Hefe ist nicht spezifisch: sie ist 
eine Funktion des Atomgewichtes der Metalle. Die Reaktions- 
geschwindigkeit wird nicht herabgesetzt und nur die anfing- 
liche ,,Inkubationsperiode“ verlingert. 

6. Die erhaltenen Resultate geben eine eindeutige Erkli- 
rung des Einflusses von Zn und Cd auf die Bildung von 
Acetaldehyd bei der Girung von Trockenhefe. 








Untersuchungen tiber Protoplasma II. 


Uber die chemischen Bestandteile des Plasmodiums von 
Lycogala epidendron und die Veranderung derselben wahrend 
der Sporendifferenzierung. 

Von 


Alexander Kiesel. 


(Aus dem Timiriaseff-Forschungsinstitut zu Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1926.) 


Vor einiger Zeit wurden die Resultate der chemischen 
Untersuchung des Plasmodiums von Reticularia lycoperdon 
veréffentlicht.!) Vorliegende Arbeit betrifft die gleichartige 
Untersuchung des Plasmodiums von Lycogala epidendron. 

Ebenso wie in den friitheren Arbeiten von Reinke?®), 
Lepeschkin$), N. lwanow*) und Kiesel, wurden auch hier 
die betreffenden Schleimpilze in einem Alter gesammelt, wo 
sie schon auf die Oberflaiche der als Substrat dienenden 
faulenden Baumstiimpfe zur Fruchtkérperbildung heraus- 
gekrochen und zusammengeflossen waren. Neben einem 
jiingeren Stadium kam ein bedeutend dlteres zur Unter- 
suchung, um den Gang der Substanzveriinderungen wihrend 
der Sporendifierenzierung festzustellen. In beiden Fiillen 
waren vom Schleimpilze Vorbereitungen zur Fruchtkérper- 
bildung in sehr verschiedenem Ma8e getroffen worden. 

Das jiingere Stadium bestand aus rosa-roten Kiigelchen, 
die schon eine richtige, doch noch sehr diinne Membran be- 


1) Diese Zs. Bd. 150, S. 149 (1925). 
*) Unters. a. d. bot. Lab. d. Univ. Gittingen I—III, 1881—1883. 
*) Ber. bot. Ges. Bd. 41, 8. 179 (1923); Biochem. Zs, Bd. 171, 8. 126 
(1926), 
*) Biochem. Zs. Bd. 162, S. 441 (1925). 
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saBen. Beim Verletzen dieser Membran trat die dickrahmige 


rote Masse des Plasmodiums heraus, in der noch gar keine  , 


Anzeichen von Sporenbildung und innerem Skelett zu_ be. 
merken war. Das Altere Stadium bestand aus hellbraunen, 


weichen Kiigelchen, in denen deutlich im Mikroskop eine — : 


Differenzierung des Plasmodiums zur Sporenmasse sichtbar 
war, die Sporen jedoch lange noch nicht fertig ausgebildet 
waren. 

Das sorgfiltig von fremdartigen Koérpern gereinigte Ma. 
terial wurde in Alkohol gesammelt, der vor der Verarbeitung 
mit dem im Material enthaltenen Wasser im Vakuum bei 
niedriger Temperatur (nicht iiber 40° des Wasserbades) ab- 
destilliert wurde. In dem im Vakuum iiber Schwefelsiiure 
endgiiltig getrockneten, fein verriebenen und dann lufttrocken 
gemachten Material, welches neben der eigentlichen Plasma- 
substanz auch die dieselbe umschlieBende Membran einschlob, 
wurde die ‘Trockensubstanz bei 110° bestimmt und _ aile 
spateren Angaben auf diese berechnet. Vom jiingeren Stadium 
kamen 42,25 g, vom ilteren 84,25 g Trockensubstanz zur 
Untersuchung. Das Material war iuBerst fettreich. 

Da das eingelagerte Material den Alkohol deutlich sauer 
machte, wurden die Destillate in n/10-Natronlauge aufgefangen, 
um die fliichtigen Saéuren nétigenfalls zu binden. Im ein- 
gedampften Destillat wurden die aufgefangenen Siuren einer 
zweiten fraktionierten Destillation nach Duclaux unterworfen, 
wobei die Neutralisationskurven dem Gemisch von Hssig- und 
Ameisensiure entsprachen. Letztere wurde qualitativ durch 
Reduktion von Silber- und Quecksilbersalzen nachgewiesen. 
Bei der willkiirlichen Annahme gleicher Mengen beider Sauren 
lieB sich die Siurenmenge annihernd fiir I zu 0,26°/, und fiir 
Il zu 0,14°/, der Trockensubstanz berechnen, was auf eine 
Verminderung der sauren Eigenschaften des Plasmas oder des 
darin enthaltenen Vakuolensaftes wiihrend der Sporendifferen- 
zierung hindeutet. 

Im AnschluB dazu wire zu erwahnen, daB alle von mir 
bisher untersuchten Schleimpilzarten, mit Ausnahme der, gleich 
Fuligo varians, calciumcarbonatreichen, eine deutlich saure 











Untersuchungen iiber Protoplasma II. 105 


Reaktion des Plasmodiums in den verschiedensten Entwickelungs- 
stadien aufweisen. Wie schon friher') angegeben wurde, ist 
die alkalische Reaktion des Plasmodiums von Fuligo als Folge 
der zur Ausbildung der Fruchtkérpermembran nétigen An- 
hiiufung von Calciumcarbonat anzusehen.’) 


Die teilweise direkt, teilweise nach dem Entfernen des 
reichlichen Olgehaltes ausgefiihrten Gruppenbestimmungen im 
Material sind in der nichstfolgenden Tabelle zusammengestellt. 
Die Methoden waren im allgemeinen dieselben, die bei der 
Untersuchung des Plasmodium von Reticularia angewendet 
wurden, nur wurde zuerst die Ather- statt der Alkoholextraktion 
vorgenommen. 























: : Unreife 
ineutieaeen ‘tenance stall 
EiweiB (auBer Plastin) . . . . . . 18,37 o 18, 19 w P 
Plastin . . ay ae ae 11,96 16,91 
N-haltige Extraktivstoffe lana 5,2 4,3 
Reduzierende oagaaas aaiaae - Glu- 
cose berechnet). . . 0,53 0,46 
ee 1,06 1,06 
Eg ke ak eae we eS 13,10 5,98 
Myxoglucosan . . . . - . -- . 1,79 4,87 
ae a 87,51 31,22 
Lecithin eats P —_— . . . . } nicht bestimmt 0,12 
Cholesterin . . . c+. Se a 1,16 1,31 
Polycyelischer Alkohol . ee Ge 0,26 0,21 
Ol der Lipoproteide (?) [0,7—0,8°/, P!} 0,66 2,39 
Flichtige Sduren. . . . .... 0,26 0,14 
Harzige Substanzen . . . 4,29 9,04 
Unbekannte N-freie Extraktivatoffe 
(H,O-léslich]. . . . . : 1,17 2,15 
Unbekannte lipoidartige Sehatenwon ; 1,20 | 2,29 
98,52 °/, 100,64 °/, 


_——... 


‘) A. Kiesel, a.a. O. 


*) Durch dieses Carbonat werden die sauren Fixierungsmittel zu 
histologischen Zwecken fiir Fuligo unbrauchbar, da durch die Koblen- 
siureentwickelung die Plasmastruktur deformiert werden muB. 
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Untersuchung der atherloslichen Stoffe. 


Trotzdem die Verarbeitung des Atherextraktes im Kohlen- 
siiurestrom ausgefiihrt wurde, traten gewisse Absonderlichkeiten 
auf, die uns zu einer etwas ausfiihrlicheren Beschreibung ver- 
anlassen. 

Das im Vakuum getrocknete Material wurde im Perko- 
lator mit Ather erschépfend extrahiert, wobei 


38,23 g des Plasmodiums 15,34 g oder 40,13°/, dunkel rotbraun 
gefiirbten Rohdles und 

78,53 g der unreifen Fruchtkérper 27,61 g oder 35,15 °/, noch dunkler 
gefiirbten Rohdles lieferten. 


Das entiélte Material war grauweiB. Der die Plasma. 
massen fiirbende Farbstoff war demnach itherléslich. Nach 
Zopf') gehért dieser Farbstoff zu den Chromolipoiden. Nach 
den hier erhaltenen Resultaten muB der Farbstoff saure EKigen- 
scliaften besitzen. Bei der vorgenommenen Trennung der Sub- 
stanzen ging der Farbstoff in die Fraktion der ungesittigten 
Fettsiuren iiber, wo er sehr stérend war und vielleicht an den 
dort stattgefundenen sekundiren Verinderungen teilnahm. 

Schon wihrend des Abdestillierens des Athers aus der 
Rohéllésung entstand eine geringe braun gefirbte Fillung, 
die auf die Beimengung einer schwer in Ather léslichen Sub- 
stanz hinwies. Die Abtrennung derselben geschah durch Aut- 
nehmen des Oles in Petroliither (40—55°), der die Substanz 
nicht merklich liste. 

Die Substanz wurde wiederholt aus Athyl-, dann aus 
Methylalkohol umkrystallisiert, wobei sie sich als liingliche, 
gliinzende, farblose und durchsichtige Krystallplittchen nahezu 
quantitativ erhalten lie®. Selbst in heiBem Alkohol war die 
Substanz ziemlich schwer léslich, in Methylalkohol besser, als 
in Athylalkohol, und mute in deren Lisung im HeiBwasser- 
trichter filtriert werden, wobei zum Auflésen von 0,265 g etwa 
80 ccm heiSen Methylalkohols verwendet werden muBte. Der 
Schmelzpunkt der Substanz entsprach scharf 156° (unkorr... 
In Chloroform war die vollstiindig neutrale Substanz leicht 
léslich. Die Cholesterinproben mit Schwefelsiure und Chloro- 





1) Ber. bot. Ges. Bd. 18, S. 466 (1900); Flora S. 853 (1889). 
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form ohne und mit Zusatz von Hssigsiiureanhydrid waren nicht 
typisch: im ersten Falle war die Farbung braunlich gelb mit 
einem Stich ins Rosa, im zweiten Falle orangefarbig. 

Die Menge der Substanz war sehr gering und betrug in 
reinem Zustande fiir Stadium I 0,0981 g, fiir Stadium I 
0,1666 g. 

Der geringen Menge wegen wurden einstweilen nur einige 
orientierende Mikroelementaranalysen ausgefiihrt, die auf einen 
hochmolekularen polycyclischen Alkohol hinwiesen, dem die 
Formel C,,H,,0 entsprechen konnte. 

Das in Petrolither aufgeléste Ol bildete nach Verjagen 
des Lisungsmittels eine fliissige, wenig bewegliche dunkel rot- 
braun gefiirbte Masse mit folgenden Konstanten und Zusammen- 
setzung: 














I. Plasmodium on berwieuth 
Fruchtkérper 
Bee ee ee me Gs 14,9 %/, 23,5 °, 
Verseifunpesabl . . 2 5 1 et 193,2 198,4 
Res ee a ee oe 178,3 174,8 
eee 102,5 112,0 
Wasserunlislicher Teil der Verseifung 92,0 89,07 
Jodzahl desselben. . . . .... 112,9 116,5 
Glycerin 7,74 7,10 
WN ee erg + 0,01 
Lecithin (nach P berechnet) + 0,26 
Zucker Spuren Spuren 
Unverseifbarer Teil 4,42 6,26 
Cholesterin (rein) . 2,97 3,93 
Pettsiiuren es 86,56 83,23 
Ungesiittigte Fettsiiuren 76,02 14,44 
Gesittigte Fettsiuren 10,54 8,79 


Die Verarbeitung des Oles geschah in der frither an- 
gegebenen Weise.!) Schon wahrend des Verjagens des Athers, 
der noch Alkohol enthielt, schieden sich im unverseifbaren 
Anteile des Oles schéne farblose Krystalle ab, die merklich 
weniger in Ather ldslich waren, als das typische Cholesterin. 


1) A. a. O. 
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Von letzterem unterschied sich die Substanz auch durch den 
bedeutend hdher liegenden Schmelzp. 154,5—155,5° (unkorr,), 
Die Substanz war vollstandlich einheitlich. Die Cholesterin. 
reaktionen nach Salkowski und Liebermann fielen voll- 
kommen typisch aus. Die Mikroelementaranalyse gab mit dem 
Cholesterin ziemlich gut iibereinstimmende Zahlen, jedoch 
miiBte wohl der Formel C,,H,,O der Vorzug gegeben werden, 

Das aus der Seifenlésung freigelegte Fettsiuregemisch 
enthielt keine fliichtigen Fettsiuren, dennoch destillierte mit 
Wasserdampf in ganz geringer Menge eine neutrale, weife, 
fettige Flocken gebende Substanz iiber, die nicht weiter unter- 
sucht werden konnte. Anscheinend lag hier derselbe oder ein 
ihnlicher K6rper vor, der auch bei der Untersuchung des 
Plasmodiums von Reticularia lycoperdon auftrat. 

Schon bei der Auflésung der wiedererhaltenen Natron- 
seifen mit Alkohol blieb ein Teil derselben hartnickig un- 
gelist. Die aus diesem Teile wiedergewonnenen Fettsiuren 
bildeten eine schwarze, dickfliissige, verharzte Masse, die selbst 
in heiBem Chloroform nur teilweise léslich war. Es schien 
derselbe Fall der sekundiren Verinderung méglich anwesender 
ungesittigter Oxyfettsiuren vorzuliegen, dem schon Levene 
und Rolf friher in einem anderen Falle entgegentraten.’ 
Dieses wurde auch durch die weitere Untersuchung der durch 
Alkohol aufgenommenen Seifen bestiitigt. 

Diese Natronseifen wurden zur Abtrennung der gesittigten 
von den ungesattigten Fettsiuren in die Bleisalze iibergefiihit 
und nach der iiblichen Trennung die Fettsiuren freigelegt. 

Die Bestimmung der Acetylzahl der ungesittigten Fett- 
siiuren lieB auf eine groBe Menge ungesittigter Oxysiuren im 
Ole schlieBen. Da diese Bestimmung bei dem Abdestillieren 
der nach dem Verseifen des acetylierten Produktes freigelegten 
Essigsiiure leider verungliickte, konnten keine genauen Werte 
erhalten werden. Die Acetylzahl muBte zwischen 72,5—85,0 
liegen. In einem Ole, das aus noch jiingeren, zu anderer 
Zeit gesammelten Plasmodien von Lycogala epidendron stammte, 
wurde spater sogar die Acetylzahl 159 gefunden. 





1) Jl. of Biol. Ch. Bd. 62 (1924). 
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Die Jodzahl des Gemenges der ungesittigten Fettsiuren 
war 130,2. 

Die sekundiren Verainderungen dieser ungesittigten Oxy- 
siuren, die bei der vorgenommenen Bromierung besonders 
hervortraten, stellten der Aufteilung des Gemisches uniiber- 
windliche Hindernisse, so daB nur eine sehr unvollstandige 
Verarbeitung und Trennung zustande gebracht wurde. Schon 
die groBen Mengen von Bromwasserstoff, die bei der Bromierung 
auftraten, lieBen wenig Hoffnung auf Erfolg iibrig. 

Das Gemisch der Bromide léste sich nur zum geringen 
Teil in heiBem, in grofer Menge und wiederholt angewendetem 
Petrolither auf. Die zuriickgebliebene, dunkle, schmierige 
Masse konnte in mehrere Fraktionen durch verschiedene 
Lésungsmittel zerlegt werden, die beim Trocknen im Vakuum 
eine schwarze, briichige Masse bildeten und ihre Léoslichkeit 
allmaihlich verloren. Mehrere Brombestimmungen in den ver- 
schiedenen Fraktionen ergaben 34,01—51,53°/, Brom. 

Bei Abnahme von Brom durch lingeres Kochen mit n/2 
alkoholischer Kalilauge wurden stark veriinderte, zum gréBten 
Teile abgesittigte Produkte erhalten, deren Jodzahl 10—15 
betrug und die mit leuchtender Flamme, ohne zu schmelzen 
und ohne den typischen Geruch verbrennender Fettsiuren auf- 
zuweisen, verbrannten. 

Durch wiederholtes Aufnehmen in Petrolither und Ent- 
fernen der veriinderten Bromide gelang es doch, eine geringe 
Menge reiner krystallinischer Tetrabromstearinsiiure mit Schmelz- 
punkt 114° neben einer gréBeren Menge (gegen 4 g) fliissiger, 
dunkelgefirbter Dibromstearinsiure (Br-Gehalt 36,55 statt 
36,15°/,) zu erhalten. Somit muBte das Ol neben unbestimmten, 
ungesittigten Oxysiiuren viel Olsiure und eine viel kleinere 
Menge Linolsiure enthalten.?) 

Das viel geringere Gemisch der gesittigten Fettsiuren 
enthielt die Sauren C,,—C,,. In den einzelnen krystallinischen 
Fraktionen aus Aceton wurde der Schmelzp. 54—66,3° und 
durch Titration das Molekulargewicht von 272—314° gefunden. 


') Das Ol der Lipoproteide muBte ebenfalls ungesiittigte Oxysiuren 
enthalten, da es die gleichen sekundiren Veriinderungen aufwies. 
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Kine Abtrennung durch fraktionierte Krystallisation gelang nur 
fiir die Séure C,,1), die bei wiederholtem Umkrystallisieren | 
dem Schmelzp. 66,3° und das Mol.-Gew. 309—314° zeigte. [Da , 
die tibliche Arachinsiure (mol. 312) den Schmelzp. 75° hat, s 
konnte es sich vielleicht um eine isomere iso-Arachinsaure handeln, a 
die neben Palmitin- und Stearinsiiure im Ole enthalten war, 


Stoffliche Veranderungen wahrend der Sporendifferenzieruns. 


Da bei dem Ubergang des schon zu einem kugeligen Ge. 
bilde mit diinnem Hiutchen ausgebildeten Plasmodium zum 
sporevhaltigen Fruchtkérper wohl keine Nahbrungsaufnahme 
mehr stattfindet und der Fruchtkérper sich auf Kosten des 
auf die Oberfliiche der Baumstiimpfe mitgebrachten Materials 
bilden muB, wird es zur Schiitzung des waihrend der Sporen- 
differenzierung sich abspielenden Stoffwechsels richtiger sein, 
die Resultate der Untersuchung auf den gleichen Stickstofi- 
gehalt umzurechnen. Gleichzeitig kann dabei auch die Ge- 
wichtsabnahme infolge Veratmung bestimmt werden. 

Da der Stickstofigehalt im jiingeren Stadium 5,35°/,, im 
ailteren 5,83°/, der Trockensubstanz betrug, so erhalten wir 
bei dieser Berechnung folgende Zahlen in Prozenten: 








N-halt Subst. Kohlehydrate Fette 
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Plasmodium .] 18,37! 11,96] 0,53 1,06 
Unreife Frucht- 
kérper . «| 16,69) 15,50) 0,42 | 


| 
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| 
5,48) 4,46] 34,42] 8,5 























~1,68| +3,54| -0,11 | —0,09 |-7,62 | +2,67 | -6,37| 8,3 

4) Die Sdure wird in niichster Zeit von Herrn Professor Dr. 
N.Schoorl in Utrecht weiter untersucht werden, .der auch die Freund- 
lichkeit hatte, die auf seinen Wunsch ihm zugeschickte, aus Farnsporen 
von mir dargestellte Cerotinsiiure, zu untersuchen, wobei er sich fiir 
letztere auf Grund der Molekularrefraktion zuguasten der Formel C,,H.,0, 
mit verzweigter Kette statt n-C,,H,.O, ausspricht [Briefliche Mitteilung, 
vgl. Diese Zs. Bd. 149, S. 233 (1925). 











Untersuchungen iiber Protoplasma II. 111 


Die von mir vor kurzem begriindete Auffassung iiber die 
Rolle und Bedeutung des Plastins und des Myxoglucosans?) 
als skelettbildende Substanzen im Fruchtkérper der Myxomyceten 
erhilt durch die soeben angefiihrten Resultate eine neue Be- 
stiitigung. Gerade diese beiden Kérper weisen im Gegensatz 
zu den anderen Substanzen eine starke Zunahme wiihrend der 
Entwickelung des Fruchtkérpers auf. Das Skelett wird fester 
und die Menge der in seinem Aufbau beteiligten Substanzen 
wiichst natiirlich an. 

Der gemeinsamen Beteiligung von einem Kiweibkirper?) — 
dem Plastin — und von einem nur schwer hydrolysierbaren 
Polysaccharid — dem Myxoglucosan — am Aufbau des 
Skelettes der an der gemeinsamen Grenze der Pflanzen- und 
Tierwelt stehenden Gruppe der Myxomyceten muB eine wichtige 
Bedeutung zugemessen werden, die in dem T'atsachenmaterial 
der Abstammungslebre nicht iibersehen werden kann.’) 


') Arch. f. wiss. Bot. (Planta), Bd. II, S. 44 (1926); Diese Zs. Bd. 150, 
S. 102 (1925). 

*) Vgl. F. v. Wettstein, Sitz.-Ber. d. Wiener Akad., Math.-nat. 
Kl. I, Bd. 180 (1921); D. Boi¢, Acta bot. inst. bot. R. Univ. Zagrebensis, 
T, 1925. 
*) A. Kiesel, a. a. O., S. 61—64. 




















EinfluB der Reaktion auf die Eiwei8 verdauende Kraft 
des Papains. 


Zweite Mitteilung.’) 
Von 


W. E. Ringer und Fri. B. W. Grutterink. 
Mit 9 Figuren im Text. 





(Aus dem Laboratorium fir physiologische Chemie der Universitit Utrecht.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Dezember 1926.) 





I, Einleitung. 


Wie in unserer ersten Mitteilung angegeben, fanden wir 
bei unserer Untersuchung iiber den EHinfluB der Reaktion auf 
die fibrinlésende Kraft des Papains in erster Linie zwei sehr 
ausgesprochene Optima der Reaktion und zwar bei p,, = etwa 
2,5 und 11. Diese 2 Maxima der verdauenden Kraft sind 
zweifelsohne von dem Quellungsgrade des Substrats abhingig. 
Der Quellungsgrad zeigt namlich ein Maximum bei p,, = 2,0, 
und bei p,, = 11 ist zwar die Quellung noch nicht maximal, 
aber das Maximum der Verdauung wiirde sicher auch an der 
alkalischen Seite mit dem Maximum der Quellung, das bei 
Py = 12,5 liegt, zusammenfallen, wenn nicht das Enzym bei 
p,, gréBer als 11,5 immer schneller zerstért wiirde. 

Daneben fanden -wir ein drittes, zwar viel schwicheres 
Maximum der Reaktion bei p,, = 4,5, das wir vorliufig mit 
dem Optimum der Reaktion fiir die verdauende Kraft des 
Papains auf geléstes Blutserumeiwei8 oder auf Fibrinalbumosen 
in Zusammenhang gebracht haben. 

Dann fanden wir ein viertes Optimum der Reaktion in 
der neutralen Zone, wenn Phosphate anwesend sind. Diese 


a ————<» 





1) Diese Zs. Bd. 156, S. 275 (1926). 
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Aktivierung des Papains in der neutralen Zone bei Anwesen- 
heit von Phosphaten und, wie sich gezeigt hat, auch von 
anderen Elektrolyten, interessierte uns in Zusammenhang mit 
unseren friiheren Untersuchungen ganz besonders. Wir haben 
dann auch diese Aktivierung jetzt weiter untersucht und iiber 
die dabei erhaltenen Ergebnisse méchten wir jetzt berichten. 
Als Papain wurde das gereinigte wasserlésliche Priaparat, in 
unserer ersten Mitteilung beschrieben, und weiter unten immer 
Papain de Bussy genannt, gebraucht. Wir haben dann die 
Aktivierung des Papains von einer Anzahl Elektrolyten unter- 
sucht. Als Substrat wurde wieder entweder unlésliches Kiweib, 
und zwar Fibrin, hitzekoaguliertes Hiihner- oder Blutserum- 
eiweiB, andererseits gelistes EiweiB und zwar dialysiertes 
Blutserum verwendet. 


I, Elektrolytaktivierung der Eiweif losenden Kraft des Papains. 
(Papainwirkung auf Fibrin, hitzekoaguliertes Hiihner- oder 
BlutserumeiweiB.) 

a) Wirkung von verschiedenen Kationen und Anionen. 
Versuchsreihe J]. Aktivierende Wirkung von einer 
Reihe Kationen auf die Fibrin lésende Kraft des 
Papains. 

Papain de Bussy mit Spritblaufibrin als Substrat. Jedes 
Réhrchen 100 mg Spritblaufibrin. Dieses wurde mit 9 ccm Salz- 
lisung bei 37° 30 Minuten quellen gelassen, sodann wurde 
| ccm neutralisierte Papainlésung mit 10 mg Papain zugegeben. 
Folgende Tab. I gibt die Resultate. 

Die Salzlésungen waren neutral oder soviel wie méglich 
neutralisiert. Zinkchlorid- und Cadmiumchloridlésung lassen 
sich aber nicht neutralisieren, weil dabei Niederschlige ent- 
stehen. Deshalb haben wir auch Zinksulfat- und Cadmium- 
sulfatlisung verwendet, diese lassen sich genau uneutralisieren. 
Wir sehen aus der Tabelle, daB die Alkali- und Erdalkali- 
chloride eine aktivierende Wirkung von derselben GréBen- 
ordnung haben; wir werden bald sehen, daB sehr kleine Re- 
aktionsschwankungen einen sehr groBen KinfluB auf die Starke 
der Fibrinlésung durch elektrolytaktiviertes Papain haben. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXLV. 8 
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Tabelle L. 


Versuchsreihe I. KinfluB von verschiedenen Kationen auf die Fibriy. 
lésung dureh Papain. 

















_ | Verdauungs-| GréBe der 

Nr. Salz Konzentration zeit Verdauung in 

des Salzes’) in Minuten | 13 Minuten®) 
1 Natriumehlorid. . 0,9 13 1,00 
2 | Kaliumchlorid . . 0,9 13 1,00 
3 | Ammoniumcehlorid 0,9 13 0,703 
4 | Magnesiumehlorid 0,45 13 0,760 
5 | Calciumchlorid. . 0,45 13 0,610 
6 | Bariumehlorid . . 0,45 10 1,718 
7 Zinkehlorid.... 0,45 13 0,000 
8 | Zinksulfat..... 0,03 25 0,000 
9 | Zinksulfat..... 0,45 13 0,000 
10 | Cadmiumehlorid . 0,45 13 0,000 
ii | Cadmiumsulfat. . 0,03 25 0,000 
12 | Cadmiumsulfat. . 0,45 13 0,000 
13 | Manganchlorid. . 0,45 13 0,692 


Die Schwankungen in der VerdauungsgréBe unter dem Einflui 
von den genannten Chloriden, wobei besonders die kriftige 
Bariumsalzwirkung auffallt, kénnen vielleicht durch kleine 
Schwankungen in der Reaktion erklirt werden, zum Teil viel- 
leicht auch dadurch, daB fiir die verschiedenen Salze di: 
optimale Reaktion keineswegs immer mit der neutralen zu- 
sammenfallt. Daf Zink- und Cadmiumchlorid nicht aktivieren¢ 
gewirkt haben, kénnte man im voraus wegen der sauren Ke- 
aktion der Lésungen dieser Salze erwarten. Wie man sielit, 
aktivieren aber Zink- und Cadmiumsulfat und nun bei nev- 
traler Reaktion, ebensowenig. Vielleicht wird das proteoly- 
tische Enzym oder auch das Substrat von diesen Salzen w 
unlésliche Verbindungen umgewandelt. Mit weiteren Schwer- 
metallsalzen haben wir noch keine Versuche angestellt, aber 
es liBt sich erwarten, dafS auch diese Salze ibrer eiweil- 
fillenden Kraft wegen ebensowenig das’ Papain zur Fibrin- 
lésung aktivieren. 


1) Grammolekeln pro Liter. 
*) Colorimeterzahlen in willkiirlichen Kinheiten. 
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Wie man sieht, hat dagegen Manganchlorid, dessen Li- 
sung sich leicht neutralisieren laBt, wieder kriftig aktivierend 
gewirkt. 


Versuchsreihe IJ. Aktivierende Wirkung von einer 
Reihe Anionen auf die fibrinlésende Kraft des Papains. 


Papain de Bussy mit Spritblaufibrin als Substrat. Jedes 
Roéhrchen 100 mg Spritblaufibrin. Dieses wurde mit 9 ccm 
Salzlésung bei 37° 30 Minuten quellen gelassen, sodann wurde 
1 cem Papainlésung mit 10 mg Papain zugegeben. Folgende 
Tab. IL gibt die Resultate. 


Tabelle II. 


Versuchsreihe II. EinfluB von verschiedenen Anionen auf die Fibrin- 
lésung durch Papain. 








_ |Verdauungs-} GréBe der 
; = Konzentration : ; ; 
Nr. Salz zeit Verdauung in 
des Salzes ') in Minuten | 21 Minuten’) 
1 } Natriumehlorid . . 1,00 3 1,03 
2 | Kaliumehlorid. . . 1,00 21 1,20 
3 | Kaliumbromid.. . 1,00 10 3,15 
4 | Kaliumnitrat. .. . 1,00 10 3,15 
5 | Kaliumsulfocyanat 1,00 10 3,15 
6 | Kaliumsulfat ... 0,50 21 1,00 
7 Kaliumferrocyanid 0,25 21 1,35 
8 | Natriumphosphat 
(0,1 Mol. Phosphor- 
siiure, 0,1 Mol. Na- 
triumhydroxyd 
Bee 6,1). 2 es 0,10 13 1,15 














Die Salzlésungen waren neutral, auBer der Lésung des 
Natriumphosphats. Wir haben hier eine Reaktion p, = 6,1 
gewihlt, weil, wie wir bald sehen werden, das Phosphat in 
dieser Konzentration bei dieser Reaktion am kriftigsten akti- 
viert. Bei der Betrachtung der Zahlen, die die GréBe der 
Verdauung angeben, ist wieder daran zu denken, daB keineswegs 


') Grammolekeln pro Liter. 
p 
*) Colorimeterzahlen in willkiirlichen Einheiten. 
s* 
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selbstverstandlich ist, daB die verschiedenen Salze in den hie, 
gebrauchten Konzentrationen alle bei neutraler Reaktion 1 
stiirksten aktivierend wirken. Dies ist sicher nicht der Fa] 


im Gegenteil, wir werden bald sehen, da’ bei Phosphat und | 


auch bei Natriumchlorid, Salze, deren Kinflu8 wir in diese, 
Richtung niher untersucht haben, die optimale Reaktion nich; 
mit der neutralen zusammenfallt. Die VerdauungsgriBezahle, 
wiiren also nur dann ganz vergleichbar, wenn wir jedes Sal; 
bei der bei der gebrauchten Konzentration optimalen Reaktio, 
hatten wirken lassen, und es wiire dann auch noch daran zy 
denken, daB die optimale Konzentration im allgemeinen fi 
die verschiedenen Anionen sehr verschieden ist. 

So kénnen wir vielleicht die ziemlich stark schwankende: 
Verdauungsstiirken verstehen, ohne daB dabei an eine so yei- 
schiedene Aktivierung der verschiedenen Anionen gedaclit 
werden mu’. Jedenfalls sehen wir, daB die hier gebrauclite: 
sehr verschiedenen Anionen alle kriftig aktivierend gewirki 
haben. Blndversuche mit hitzeinaktiviertem Papain und de: 
verschiedenen Kationen und Anionen lassen nicht die geringste 
Fibrinlésung sehen. 


Versuchsreihe IIl. Aktivierende Wirkung von einige 

Kationen und Anionen auf die Auflésung von hitze- 

koaguliertem, mit Spritblau gefirbtem Hiihner- und 
SerumeiweiB durch Papain. 


Papain de Bussy mit hitzekoaguliertem Spritblauhiihner- 
oder SerumeiweiB als Substrat. Jedes Réhrchen 50 mg Sprii- 
blaueiweiB. Dieses wurde mit 9 ccm Salzlésung bei 37) 
30 Minuten quellen gelassen. Sodann wurde 1 cem Papain- 
lésung mit 10 mg Papain zugegeben; folgende Tab. III gibt 
die Resultate. 

Ks ergibt sich also, daB beide koagulierten EiweiBarteu 


von durch Elektrolyte aktiviertem Papain bei neutraler Re- 


aktion gelést werden, aber mit sehr verschiedener Geschwind'g- 


keit. Das koagulierte Hiihnereiwei® wird sehr schwer :0- 
gegriffen, das koagulierte Blutserumeiwei8 viel leichter. [ie 




















EinfluB der Reaktion auf die EKiwei® verdauende Kraft des Papains. 117 


Tabelle III. 


KinfluB von einigen Kationen und Anionen auf die Auflésung von 
hitzekoaguliertem Spritblauhiihner- oder Serumeiweil durch Papain. 

















, 32) & 8] Grobe der Ver. 
Nr. Salz 5 2 & 5 = E dauung in 40 Min.”) 
S z= ais Ns Aktives-Hitzein- 
& 2 8 aktiviertes Papain 
Spritblau-Hiihnereiweih 
| |Natriumchlorid .. . 0,9 40 0,45 0,0 
2 |Kaliumbromid. . . . 0,9 40 0,80 0,0 
Spritblau- Blutserum- 
eiweib 
3 |Natriumechlorid . . . 0,1 33 1,15 0,0 
4 |}Natriumehlorid .. . 0,5 33 2,30 0,0 
5 | Natriumphosphat (0,1 Mol. 
Phosphorsiiure, 0,11 Mol. 
Natriumhydroxyd py, = 
es eG 0,1 33 1,48 0,18 
6 }Kaliumbromid. . . . 0,5 33 2,70 0,22 
7 |Kaliumjodid . . . . 0,5 33 2,22 0,21 
8 | Kaliumsulfocyanat ; 0,5 38 8,11 0,67 





Colorimeterzahlen der Tab. LIL sind mit denen der voran- 
sehenden Tabellen nicht vergleichbar, aber wir haben die 
Lisungsgeschwindigkeit des Fibrins und des koagulierten Blut- 
serumeiweiBes durch elektrolytaktiviertes Papain auch unter- 
einmander verglichen, und wir kénnen sagen, daB die Lésungs- 
geschwindigkeit des SerumeiweiBes doch wohl von derselben 
Ordnung als diejenige des Fibrins ist. 

Jedenfalls ergibt sich, daB auch andere Eiweibstoffe als 
Fibrin von elektrolytaktiviertem Papain gelist werden, sei es 
mit sehr verschiedener Leichtigkeit. 

Wir haben weiter Mettsche Réhrchen mit hitzekoagu- 
liertem Hithner- oder Blutserumeiwei8 der Wirkung elektrolyt- 
aktivierten Papains ausgesetzt. Von 30 mg Papain in 10 ccm 
0,9 molekularer Natriumchloridlésung wurde bei 37° in 
24 Stunden pro Réhrchen 1,92 mm HihnereiweiB und 2,02 mm 


') Grammolekeln pro Liter. 
*) Colorimeterzahlen in willkiirlichen Ejinheiten. 
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Serumeiwei8 gelést. Auch bei der Mettschen Versuchsanord. 
nung werden beide koagulierten HKiweiBstoffe bei neutraler 
Reaktion durch Natriumchlorid-aktiviertes Papain verhiiltnis. 
miBig leicht gelést und hier in etwa gleichem Mabe. Dic 
verschiedene Leichtigkeit hingt mit der Vorbehandlung de, 
EiweiBes zusammen, und die schwerere Aungreifbarkeit des 
Spritblau-HiihnereiweiBes hingt wohl mit der Vorbehandlung 
mit der alkoholischen Spritblaulésung zusammen. 

Es ergibt sich also, da&B Papain durch verschiedene Elek- 
trolyte eiweiBlésende Kraft auch bei neutraler Reaktion erhiilt. 
Wie zu erwarten, ist die aktivierende Kraft fiir die verschie- 
denen Anioren und Kationen nicht gleich, und weiter hangt die 
Papainwirkung yon der Art des Substrats und dessen YVor- 
behandlung ab. Einige Elektrolyte lassen gar keine Papain- 
wirkung hervortreten, wahrscheinlich weil deren lonen un- 
lésliche Verbindungen mit Enzym oder Substrat eingehen. Die 
niichste wichtige Frage ist, was ist der KinfluB der Konzen- 
tration des Elektrolyts’ Wir wollen uns jetzt mit diese: 
Frage beschaftigen. 


b) Einflu#® der Konzentration des Elektrolyts. 

In den unter a) mitgeteilten Versuchsreihen haben wi 
ziemlich hohe Elektrolytkonzentrationen verwendet. Wir fande» 
nimlich bald, da& verhiltnismaBig sehr groBe Elektrolyt- 
konzentrationen das Papain bei neutraler Reaktion am besten 
aktivieren, Konzentrationen, die bei saurer oder alkalischer 
Reaktion die EiweiBlésung durch proteolytische Enzyme meist 
vollstiindig hemmen. 

Wir haben den EinfluB der Konzentration des Elektrolyts 
in zwei Fallen naher untersucht und zwar beim Nairiuni- 
chlorid und Natriumphosphat. Folgende Versuchsreihe IV gilt 
die Resultate beim Natriumchlorid. 


Versuchsreihe IV. EinfluB der Konzentration vou 
Natriumchlorid auf dessen aktivierende Wirkung aut 
die Fibrinlésung durch Papain. 

Papain de Bussy mit Spritblaufibrin als Substrat. Jedes 
Réhrchen 100 mg Spritblaufibrin. Dieses wurde mit 9 ccm 
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Natriumchloridlésung von verschiedener Konzentration bei 37° 
30 Minuten quellen gelassen. Sodann 1 ccm Papainlésung mit 
10 mg Papain zugegeben. Verdauungszeit 15 Minuten. Re- 


aktion neutral. | 
Tabelle IV. 
Versuch IV. Ejinflu{8 der Konzentration des Natriumchlorids auf die 
Fibrinlésung durch Papain. 














{udkonzentration Verdauungsseit GréBe der Ver- 
Nr. des i ial ce dauung 
Natriumchlorids ') a: ee in 15 Minuten ?*) 
I 0,01 15 0.00 
. 2 0,05 15 0,10 
3 0,10 15 0,24 
4 0,50 15 1,78 
5 1,00 15 1,89 
6 2,50 Ab 1,00 
20;— 
is 
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Fig. 1. Kinflu® der Konzentration von Natriumchlorid auf die Fibrinlésung durch Papain. 
Abszisse Konzentration des Natriumchlorids; Ordinat GréGe der Papainwirkung. 
Fig. 1 gibt eine graphische Darstellung der Resultate der 
Versuchsergebnisse. Wie man sieht, wird die Papainaktivitiit 
mit steigender Natriumchloridkonzentration anfangs sehr schnell 


') Grammolekeln pro Liter. 
*) Colorimeterzahlen in willkiirlichen Einheiten. 
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ardBer und erreicht bei etwa 1 Grammolekel Natriumchlorid 
pro Liter ihren gréBten Wert. Bei weiter steigender Salz. 
konzentration geht die Fibrinlésungsgeschwindigkeit nur schy 
allmahlich zuriick und ist sogar bei 2,5 Grammolekeln pro 
Liter, das ist also 14,6 g Natriumchlorid pro 100 ccm, noch 
immer sehr betrichtlich. Das ist eine Elektrolytkonzentration, 
die bei saurer oder alkalischer Reaktion jede EiweiBlésung 
durch Papain oder auch durch Pepsin oder Trypsin voll- 
stindig hemmt. 

Wir haben auch den KinfluB der Konzentration beim 
Phosphat untersucht, und folgende Versuchsreihe gibt die Ey- 
gebnisse. 


Versuchsreihe V. KintluB der Konzentration von 

Natriumphosphat, immer bei derselben Reaktion 

p,, = 6,0, auf dessen aktivierende Wirkung auf die 
Fibrinlésung durch Papain. 

Papain de Bussy mit Spritblaufibrin als Substrat. Jedes 
Réhrchen 100 mg Spritblaufibrin. Wir hatten in einer yon 
unseren ersten Versuchsreihen, in der wir zu immer 0,1-mole- 
kularer Phosphorsiiure steigende Mengen Natronlauge zugaben. 
gefunden, daB die optimale Aktivierung der Papain—Fibrin- 
lésung bei einer Reaktion p,, = 6,0 stattfindet. Deshalb haben 
wir in der jetzt zu beschreibenden Versuchsreihe V imme: 
diese Reaktion beibehalten und also bei steigender Phosphor- 
siurekonzentration immer die dazu geeignete Natriumhydroxyd- 
menge zugegeben. Das Fibrin wurde mit 9ccm der Phosphat. 
lésung 30 Minuten quellen gelassen, sodann 1 ccm Papain- 
lésung mit 5 mg zugegeben, Verdauungszeit 13—39 Minuten. 
Reaktion p,, = 6,0. Folgende Tabelle V gibt die Versuchs- 
ergebnisse. 

Fig. 2 gibt eine graphische Darstellung der Versuchergeb- 
nisse. Die Gestalt der Kurve ist anders als die der Natrium- 
chloridkonzentrationskurve. Erstens liegt die optimale Phosphat- 
konzentration sehr viel niedriger als die des Natriumchlorids 
und zweitens ist die Konzentrationsaktivierungskurve viel 
weniger breit. Die Kurve gelit bei einer Konzentration 1.0) 








q 
} 


~ 








Einflu® der Reaktion auf die Eiwei® verdauende Kraft des Papains. 121 


Tabelle V. 


Versuchsreihe V. LEinfluB der Konzentration yon Natriumphosphat bei 
einer Reaktion p;; = 6,0 auf die Fibrinlésung durch Papain 
































Endkonzentration ') Verdauungs-| GréBe der 
Nr. | der Phos- | desNatrium-}| ?# bheaaemegne ) 
phorsiiure  hydroxyds in Minuten | in 13 Min. 
0,100 | 0,110 6,1 13 1,000 
2 0,500 0,734 6,1 13 1,625 
3 1,000 1,499 6,0 20 0,650 
f 1,200 1,808 6,0 20 0,195 
5 2,000 2.700 6,0 39 0,000 
.S} 
1.0 
0% . 
E | | | | 
Pe 
0.0 05 10 iS 20 


Fig. 2. Einfluf® der Konzentration von Natriumphosphat bei einer Reaktion Dry = 6,0 auf 
die Fibrinlésung durch Papaia. 

Abszisse Konzentration des Natriumphosphats; Ordinat GroBe der Papainwirkung. 
wieder sehr schnell nach unten. Wir glauben die genannten 
Kigentiimlichkeiten dieser Kurve daran zuschreiben zu miissen, 
dab wir nicht bei neutraler, sondern sehr schwach saurer Re- 
aktion untersucht haben. Wir werden niimlich weiter unten 
sehen, daB die KiweiBlésung durch salzaktiviertes Papain sehr 
bald abnimmt, wenn die Reaktion sich von der Neutralen ent- 
fernt. Wir glauben denn auch, daB die Phosphatkonzentrations- 
kurve sich bei neutraler Reaktion noch viel mehr der Natrium- 


‘) Grammolekeln pro Liter. 
*) Colorimeterzahlen in willkiirlichen Einheiten. 
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chloridkurve anschlieBen wiirde. Wir sehen aber, daB auc}, 
Phosphate aktivieren und auch wieder bis zu ziemlich hohe, 
Konzentrationen. Wir gehen nun an die Besprechung der 
Frage, was ist der KinfluB der Reaktion auf die Geschwindig. 
keit der Fibrinlésung durch elektrolytaktiviertes Papain. 


¢) EinfluB der Reaktion auf die EiweiSlosungsgeschwindigkeit 
durch elektrolytaktiviertes Papain. 
Wir haben diesen Einflu8 in Loésungen von Natrium- 
chlorid und von Natriumphosphat untersucht. Folgende Ver- 
suchsreihe VI gibt die Ergebnisse der Natriumchloridversuche. 


Versuchsreihe VI. EinfluB der Reaktion auf die 
Fibrinlésungsgeschwindigkeit durch Natriumchlorid- 
aktiviertes Papain. 

Papain de Bussy mit Spritblaufibrin als Substrat. Jedes 
Roéhrchen 100 mg Spritblaufibrin. Dieses wurde mit 9 ccm 
Natriumchloridlésung 30 Minuten quellen gelassen. Sodan» 
wurde 1 ccm Papainlésung mit 10 mg Papain zugegeben. 


Tabelle VI. 


Versuchsreihe VI. Einflu8 der Reaktion auf die Fibrinlésungs- 
geschwindigkeit durch Natriumehlorid-aktiviertes Papain. 











Matehomshlod Bodkin, | | vor. | Geto de 
weiter dauungs- |Verdauung ') 
ms Salzsiure Natriumhydroxyd | P# zeit in in 30 Mi 
is zur Endkonzentration , 
oe pro Liter Minuten nuten 
l 0,0500 we 1,32 30 0,00 
2 0,0144 i 2,53 30 0,00 
3 0,0026 ei 5,63 30 1,00 
4 0,0010 vie 6,02 14 4,50 
5 0,0000 | | 6,67 14 4,30 
6 ; 0,0010 7,48] - 14 2.40 
7 0,0026 8,93 30 1,20 
8 ns 0,0100 10,94 30 0,06 
9 0,0500 12,45 30 0,07 














') Colorimeterzahlen in willkirlichen Einheiten. 
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Endkonzentration des Natriumchlorids 1! Grammolekel pro 
Liter. Dazu kleine Mengen Salzsiure oder Natriumbydroxyd. 
Gesamtvolum immer 10 ccm, Temperatur 37°, Verdauungs- 
zeit 14—30 Minuten. Vorhergehende Tabelle VI gibt die Ver- 
suchsergebnisse. 

Die Fig. 3 gibt eine graphische Ubersicht der Ergebnisse. 
Man sieht eine sehr kriftige Fibrinlésung bei nicht ganz neu- 
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Fic, 3. Einflub der Reaktion auf die Fibrinlosungsgeschwindigkeit durch Natriumchlorid 
aktiviertes Papain, 
Abszisse Py Ordinat GroBe der Papainwirkung. 





traler aber schwach saurer Reaktion, weiter eine sehr schmale 
Reaktionszone der Fibrinlésung. Wir haben immer gesehen, 


~daB die KiweiBlésung durch mit Salz aktiviertes Papain durch 


kleine Verschiebungen der Reaktion von der optimalen bei- 
nahe sofort stark erniedrigt wird. Das ist um so mehr der 
Fall, je gréBer die Salzkonzentration ist. 

Wir haben eine iihnliche Versuchsreihe mit hitzekoagu- 
liertem Spritblaublutserumeiweif angestellt, deren Ergebnisse 
in n&chster Versuchsreihe VII enthalten sind. 


Versuchsreihe VII. Kinflu&B der Reaktion auf die 

Losung von hitzekoaguliertem Spritblaublutserum- 

eiweiB durch Natriumchlorid-aktiviertes Papain. 
Papain de Bussy mit hitzekoaguliertem Spritblaublutserum- 
eiweiB als Substrat. Jedes Réhrchen 50 mg EiweiB. Dieses 
wurde mit 9 cem Lisung von Natriumchlorid und entweder mit 
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Salzsiiure oder Natriumhydroxyd 30 Minuten bei 37° quelley 
gelassen. Sodann wurde 1 ccm Papainlésung mit 10 mg 
Papain zugegeben. Endkonzentration des Natriumchlorids 
immer 0,5-molekulare. Verdauungszeit 30 Minuten. Folgenie 
Tabelle VIL enthalt die Versuchsergebnisse. 


Tabelle VII. 


Versuchsreihe VII. EinfluB der Reaktion auf die Lésung von hitze. 
koaguliertem SpritblaublutserumeiweiB durch Natriumchlorid-aktivierte: 





Papain. 
Natriumchlorid, Endkonzentration, 
0,5 Grammolekel pro Liter GroBe der Ve: 
: weiter 
sa Salzsiiure | Natriumhydroxyd Dit dauung *) 
bis zur Endkonzentration in 30 Minuten 
in Grammolekeln pro Liter 
0,012 | . 2,46 0,20 
2 0,008 _ 5,14 0,75 
3 0,001 | 5,63 2,25 
{ 0,000 | * 6,48 2,45 
i 0,001 7,20 2,10 
6 | 0,002 7,30 1,80 
7 2 0,003 8,16 1,00 











Fig. 4 gibt eine graphische Ubersicht der Versuchserge))- 
nisse. Wenn wir Fig. 4 mit Fig. 3 vergleichen, sehen wir, 
daB im allgemeinen die beiden Kurven sehr ihnlich sind. 


20 
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Fig. 4. Einflu® der Reaktion auf die Losung von hitzekoaguliertem Spritblaublutserun- 
eiweiB durch Natriumchlorid-aktiviertes Papain. 


Abszisse Por: Ordinat Gréfe der Papainwirkung. 








') Colorimeterzahlen in willkiirlichen Ejnheiten. 
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Aber der Reaktionswirkungsbereich ist in Kurve IV doch 
merklich breiter, die Kurve der Fig. 4 fiilt auch sowohl bei 
saurer als besonders bei alkalisecher Reaktion viel weniger 
schroff herab. Das hangt mit der kleineren Salzkonzentration 
zusammen. Die optimale Reaktion ist in der Kurve der Fig. 4 
bei p,, 6,4, in der Kurve der Fig. 2 bei p,, = 6,5 gegeben. 
Also nahezu bei derselben Reaktion, obgleich wir mit zwei 
ganz verschiedenen Substraten zu tun haben. Folgende Ver- 
suchsreihe VIII gibt die Ergebnisse mit Phosphatlésung. 


Versuchsreihe VIJJ. EKinfluB der Reaktion auf die 
Fibrinlésungsgeschwindigkeit durch Phosphat-akti- 
viertes Papain. 

Papain de Bussy mit Spritblaufibrin als Substrat. Jedes 
Rohrchen 100 mg Spritblaufibrin. Dieses wurde mit 9 ccm 
Natriumphosphatlésung bei 37° 30 Minuten quellen gelassen. 
Die Phosphatlésung enthielt so viel Phosphorsiure, daB die 
Kndkonzentration entweder 0,1 oder 1,0 Grammolekel pro 
Liter werden sollte, dazu Natriumhydroxyd in wechselnden 
Mengen. Sodann wurde 1 ccm Papain mit 5 mg zugegeben. 
Verdauungszeit in Reihe A 17 Minuten, in Reihe B JO bis 
4) Minuten. Folgende Tabelle VIII gibt die Versuchsergeb- 
nisse. 

Die Fig. 5 gibt eine graphische Ubersicht der Versuchs- 
ergebnisse. Die Figur lehrt, daf die Lage der optimalen Re- 
aktion sich nicht merklich mit der Konzentrationsinderung 
des Phosphats verschiebt. Weiter sehen wir, daB bei der 
optimalen Reaktion p,, = 6,0 die Fibrinlésungsgeschwindigkeit 
bei der Phosphorsiiurekonzentration 1 Grammolekel pro Liter, 
merklich kleiner ist als bei der Konzentration 0,1 Grammolekel 
pro Liter und was noch wichtiger ist, daB die Reaktions- 
wirkungsbreite bei der gréSeren Elektrolytkonzentration sehr 
viel kleiner wird. Die optimale Reaktion fiir die Fibrinlésung 
fanden wir also in Natriumchloridlésung bei p,, = 6,4, in 
Phosphatlésungen bei p,, = 6,0. In der Tabelle VIII A ist 
auch die Verdauung in reiner Phosphorsiure p,, = 2,63 an- 
gegeben, sie betragt 11,54 und ist also sehr viel gréBer als 
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Tabelle VIII. 
Versuchsreihe VIII. EKinfluB der Reaktion auf die Fibrinlésungs 
geschwindigkeit durch Natriumphosphat-aktiviertes Papain. 











Ver- GroéBe dey 














Endkonzentration ‘) 
Nr. der | des Pr |dauungszeit} Verdauung* 
Phosphorsaéure | Natriumhydroxyds in Minuten} in 20 Min. 
Reihe A 

1 0,02 0,000 2,63 17 11,54 
2 0,10 0,066 2.58 iT 0,07 
3 0,10 0,095 4,00 17 0,12 
4 0,10 0,105 5,69 17 1,54 
5 0,10 | 0,120 6,24 17 1,54 
6 0,10 0,150 6,74 17 1,30 

0,10 0,166 7,02 17 1,23 
8 0,10 0,184 7,44 17 0,55 
9 0,10 0,200 8,22 17 0,16 
10 0,10 | 0,230 10,97 17 0,00 

Reihe B 
1.0 | 0,870 2,70 30 0,00 
2 1,0 0,991 4,26 30 0,00 
3 1,0 | 1,112 5,24 40 0,80 
4 1,0 1,354 6,00 40 1,00 
5 1,0 | 1,547 6,41 40 0,50 
6 1,0 1,818 7,14 40 0,00 
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Fie. 5, EjinfluS der Reaktion auf die Fibrinlosungsgeschwindigkeit durch mittels Natriuu: 
phosphat in zwei Konzentrationen aktiviertes Papain. 
Abszisse p,,; Ordinat Gréfe der Papainwirkung. Die Kurve VIII A bezieht sich auf ‘« 
Reihe mit 0,1, die Kurve VIIIB mit 1,0 Grammolekeln Phosphat pro Liter. 


!) Grammolekeln pro Liter. 
2) Colorimeterzahlen in willkiirlichen Einheiten. 
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in der Phosphatlésung bei p,, = 6,0. In der Phosphatlésung 
- pei einer Reaktion p,, = 2,58, also nahezu bei derselben Re- 
_aktion als in der reinen Phosphorsiurelisung, ist die Fibrin- 


lsung nahezu 0. Das ist eine Erscheinung, die wir immer 
gefunden haben. Bei nahezu neutraler Reaktion wirken 
Elektrolyte in grofer Konzentration aktivierend, beim Natrium- 
chlorid z. B. am _ kriftigsten bei einer Konzentration von 
| Grammolekel pro Liter, aber sogar bei 2 Grammolekeln pro 
Liter geht die aktivierende Wirkung nur wenig herunter. Aber 
bei saurer oder alkalischer Reaktion wirken Elektrolyte sehr 
stark hemmend auf die EKiweiBlésung ein. Die Lésungs- 
seschwindigkeit des HKiweiBes ist dann auch keineswegs nur 
von der Reaktion, sondern in starkem MaBe von der Gesamt- 
elektrolytkonzentration abhiangig. Oben sahen wir, daB die 
Fibrinlésung bei p,, = etwa 2,6 in reiner Phosphorsiurelésung 
165 mal schneller als in der Phosphatlisung mit derselben 
Reaktion ist. Nachste Versuchsreihe bei alkalischer Reaktion 
laBt diese Kigentiimlichkeit ebenso deutlich sehen. 


Versuchsreihe IX. Kinflu& der Elektrolytkonzen- 
tration auf die Fibrinlédsungsgeschwindigkeit durch 
Papain. 

Papain de Bussy mit Spritblaufibrin als Substrat. Jedes 
Réhrchen 100 mg Spritblaufibrin. Dieses wurde mit 9% ccm 
der Elektrolytlésung bei 37° 30 Minuten quellen gelassen. So- 
dann wurde 1 ccm mit 10mg Papain zugegeben. Folgende Ta- 
belle IX enthilt die Versuchsergebnisse. 

Die Versuchsergebnisse zeigen, daB die Fibrinlésung durch 
Papain bei der optimalen sauren und alkalischea Reaktion, 
also bei p,, = etwa 2,6 und 11,20, in den elektrolytiarmsten 
Lisungen, also Phosphorsiiure 0,02 Grammolekeln pro Liter 
und Natriumhydroxyd 0,011 Grammolekeln pro Liter, weitaus 
am kraftigsten ist. Durch verhiltnismiBig sehr kleine Elektrolyt- 
konzentrationen, wie z. B. 0,1 Grammolekeln Phosphorsiure 
mit der nétigen Menge Natriumhydroxyd, wird die Papain- 
wirkung praktisch vollstindig unterdriickt. Etwas weniger 
ungiinstig wirkt die Mischung von dem _ sehr schwachen 
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Tabelle VIII. in 
Versuchsreile VIII. EinfluB der Reaktion auf die Fibrinlosungs he 
geschwindigkeit durch Natriumphosphat-aktiviertes Papain. ‘ 
en = SL —————— ak 
Endkonzentration ') Ver- GréBe der 16s 
Nr. der | des Pr |dauungszeit | Verdauung * ae 
Phosphorsiure | Natriumhydroxyds in Minuten] in 20 Min. 1a] 
Reihe A ch 
1 0,02 | 0,000 2,63 17 11,54 ‘ 
2 0,10 | 0,066 2,58 17 0,07 li 
3 0,10 0,095 4,00 17 0,12 be 
4 0,10 0,105 5,69 17 1,54 sla 
5 0,10 0,120 6,24 17 1,54 . 
6 0,10 0,150 6,74 17 1,30 ge 
7 0,10 0,166 7,02 17 1,238 vO 
> 0,10 0,184 7,44 17 0,55 ele 
9 0,10 0,200 8,22 17 0,16 Fj 
10 0,10 0,230 10,97 17 0,00 16 
Reihe B Re 
1.0 | 0,870 2,70 30 0,00 li 
2 1,0 0,991 4,26 30 0,00 
3 1,0 1,112 5,24 40 0,80 V 
Py 
4 1,0 | 1,354 6,00 40 1,00 
5 1.0 | 1,547 6,41 40 0,50 iY 
6 1,0 | 1,813 7,14 40 0,00 
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Fig. 5, EinfluB der Reaktion auf die Fibrinlésungsgeschwindigkeit durch mittels Natrium- 
phosphat in zwei Konzentrationen aktiviertes Papain. m 
Abszisse Py Ordinat Gréfe der Papainwirkung. Die Kurve VIIIA bezieht sich auf die = 
Reihe mit 0,1, die Kurve VIIIB mit 1,0 Grammolekeln Phosphat pro Liter. : 
aaa ul 


') Grammolekeln pro Liter. 
*) Colorimeterzahlen in willkiirlichen Einheiten. 
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in der Phosphatlésung bei p,, = 6,0. In der Phosphatlésung 
bei einer Reaktion p,, = 2,58, also nahezu bei derselben Re- 
aktion als in der reinen Phosphorsiurelésung, ist die Fibrin- 
lésung nahezu 0. Das ist eine Erscheinung, die wir immer 
gefunden haben. Bei nahezu neutraler Reaktion wirken 
Elektrolyte in groSer Konzentration aktivierend, beim Natrium- 
chlorid z. B. am _ kriftigsten bei einer Konzentration von 
1 Grammolekel pro Liter, aber sogar bei 2 Grammolekeln pro 
Liter geht die aktivierende Wirkung nur wenig herunter. Aber 
bei saurer oder alkalischer Reaktion wirken Elektrolyte sehr 
stark hemmend auf die EHiweiBlésung ein. Die Lésungs- 
ceschwindigkeit des EKiweiBes ist dann auch keineswegs nur 
von der Reaktion, sondern in starkem MaBe von der Gesamt- 
elektrolytkonzentration abhingig. Oben sahen wir, daB die 
Fibrinlésung bei p,, = etwa 2,6 in reiner Phosphorsiurelésung 
165 mal schneller als in der Phosphatlésung mit derselben 
Reaktion ist. Niachste Versuchsreihe bei alkalischer Reaktion 
laBt diese Eigentiimlichkeit ebenso deutlich sehen. 


Versuchsreihe IX. KinfluB der Elektrolytkonzen- 
tration auf die Fibrinlésungsgeschwindigkeit durch 
Papain. 

Papain de Bussy mit Spritblaufibrin als Substrat. Jedes 
Réhrchen 100 mg Spritblaufibrin. Dieses wurde mit 9 ccm 
der Elektrolytlésung bei 37° 30 Minuten quellen gelassen. So- 
dann wurde 1 ccm mit 10mg Papain zugegeben. Folgende Ta- 
belle IX enthilt die Versuchsergebnisse. 

Die Versuchsergebnisse zeigen, daB die Fibrinlésung durch 
Papain bei der optimalen sauren und alkalischen Reaktion, 
also bei p,, = etwa 2,6 und 11,20, in den elektrolytirmsten 
Lésungen, also Phosphorsiiure 0,02 Grammolekeln pro Liter 
und Natriumhydroxyd 0,011 Grammolekeln pro Liter, weitaus 
am kraftigsten ist. Durch verhiltnismiBig sehr kleine Elektrolyt- 
konzentrationen, wie z. B. 0,1 Grammolekeln Phosphorsaure 
mit der nétigen Menge Natriumhydroxyd, wird die Papain- 
wirkung praktisch vollstindig unterdriickt. Etwas weniger 
ungiinstig wirkt die Mischung von dem _ sehr schwachen 
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Tabelle IX. 


Versuchsreihe IX. Einflu8 der Elektrolytkonzentration auf die Fibrin 
lésungsgeschwindigkeit durch Papain. 























Endkonzentration des = | GroBe der Ver. 
Elektrolyts in Grammol, : dauung in will- 
pro Liter Ver- ‘= | kitrlichen Color! 
2 | OE meterzahlein. 
Nri 2 | oe]. = Pr oe heiten 
E | ee | fe | 3 ie ee 
a | Es £2 — Minuten E Aktives) inakti 
2 lee ig® os z | Viertes 
& o Enzym 
1 | 0,02 | 0,000 | 0,000 0,000 , 2,63} 17 50 | 78,78 | 0,50 
21 0,10 | 0,066 | 0,000 0,000 | 2,58] 17 10 | 0,49 | 0,00 
3 | 1,00 | 0,870 | 0,000 0,000 | 2,70] — 30 8} 0,00 | 0,00 
4 | 0,10 | 0,110 | 0,000 0,000 | 6,10] 18 11} 10,38 | 0,00 
5 | 1,00 | 1,354 | 0,000 0,000 | 6,00} 40 11} 7,50 | 0,00 
6 | 0,00 | 0,000 | 1,000 0,000 | 6,67] 13 11} 9,66 | 0,00 
7} 0,00 0,011 | 0,000 0,000 | 11,30 6,5 | 45] 50,66 | 1,824 
8 | 0,10 0,251 | 0,000 0,000 {11,27} 18 10] 0,80 | 0,70 
9 | 0,00 | 0,055 | 0,000 0,045 ]11,141 13 18} 10,65 | 1,21 
10 | 0,00 0,108 | 0,000 0,100 J11,10] 13° f 14] 1,75 | 1,00 





Elektrolyt Glykokoll mit Natriumhydroxyd. Dagegen sehei 
wir in den Versuchen 4, 5 und 6 mit zum Teil unvergleichbar 
viel héheren Elektrolytkonzentrationen, aber mit einer Reaktion 
Pp, = 6—T eine ziemlich kriftige Papainwirkung. 

Das iuBerst Wichtige in der Wahl der Elektrolyte be 
Untersuchungen tiber den Kinflu8 der Reaktion auf Enzym- 
wirkungen geht auch sehr deutlich aus folgender Versuchs- 
reihe hervor, in der wir die Papainwirkung auf Fibrin in 
Lésungen von entweder Natriumhydroxyd allein, oder Misch- 
ungen yon Natriumhydroxyd mit Glykokoll untersucht haben. 
Die Wirkungsstirke des Enzyms ist wohl sehr verschieden iu 
diesen beiden Fallen. DaB wir in der Zeit im Gegensatz zu 
andern Untersuchern die Lage der optimalen alkalischen Re- 
aktion fiir die Trypsinwirkung bei so stark alkalischer Reaktion 
(p,, = 11.2) gefunden haben, ist wohl dem Umstande zuzu- 
schreiben, daB wir neben andern Puffergemischen auch Natrium- 
hydroxyd—Glykokoll gebraucht haben. Wir fanden damals 
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z, B. in Natriumcarbonatlésungen, die nicht so verdiinnt ge- 
waiblt werden konnten, keineswegs bei stark alkalischer Reaktion 
eine kriiftige EKiweiBlésung oder Spaltung. 


Versuchsreihe X. Fibrinlésung durch Papain bei 

alkalischer Reaktion in Lésungen von entweder 

Natriumhydroxyd allein oder Mischungen yon Na- 
triumhydroxyd mit Glykokoll. 

Papain de Bussy mit Spritblaufibrin als Substrat. Jedes 

Réhrchen 100 mg Spritblaufibrin. Dieses wurde mit 9 ccm 

der Elektrolytlésung bei 37° 30 Minuten quellen gelassen. 


Tabelle X. 


Versuchsreihe X. Fibrinlésung durch Papain bei alkalischer Reaktion, 
in Lésungen von entweder Natriumhydroxyd allein oder Mischungen 
von Natriumhydroxyd mit Glykokoll. 





Endkonzentration in Ver- GréBe der Ver- 














Ne Grammolekeln pro Liter . dauungs- | dauung’) in 13 Min. 

des Natrium- des Gly- i Aktives Inakt. 

hydroxyds_ _kokolls in Min. Enzym Enzym 
0,0030 tt 9,41 13 312 0,95 
2 0,0050 — 10,32 13'/, 4,80 1,13 
3 0,0080 _ 11,00 7 16,73 1,90 
f 0,0100 7 11,19 6 19,52 2,70 
5 0,0110 se 11,30 1 26,86 2.86 
6 0,0200 - 11,95 13 11,01 2,05 
| 0,0400 — 12,45 13 3,13 2,05 
8 0,0202 0,080 9,09 13 0,56 0,25 
9 0,0303 0,070 9,50 13 0,58 0,25 
10 0,0404 0,060 9,95 3 | 1,12 0,38 
rm 0,0505 0,050 | 10,59 13 2,34 0,54 
i2 0,0552 0,045 11,30 13 6,73 0,43 
13 0,0606 0,040 11,91 13 2,42 1,00 
14 0,0707 0,030 12,44 13 1,35 1,25 
15 0,0808 0,020 12.69 | 13 1,48 1,47 


Zum Vergleich eine Lésung mit 0,5 Grammolekeln Phosphorsiure pro 

Liter und 0,655 Grammolekeln Natriumhydroxyd pro Liter py = 6,00. 

Verdauungszeit 138 Min. Verdauung: aktives Enzym 6,043, inaktives 
Enzym 0,000. 


1) Colorimeterzahlen in willkiirlichen Ejinheiten. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXIV. 9 
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Dann 1 ccm Papainlésung mit 10 mg Papain zugegeben. Ver. 
dauungszeit 6—13 Minuten. Vorhergehende Tabelle X gibt 
die Versuchsergebnisse. 

Die Fig. 6 gibt eine graphische Darstellung der Versuchs- 
ergebnisse. 

In die Figur sind auch die Ergebnisse von Blindversuchen 
mit durch Erhitzen inaktiviertem Papain eingetragen und wi: 
sehen, da® in der Versuchsreihe mit nur Natriumhydroxy( 




















~ ‘ A 
f 
/ Maj 
25}-— ; : 
' ' 
' ' 
i 
i ' 
i ; \ 
> i ‘ 
26} 
c i+ ‘ 
{ t 
‘ t 
= j ' 
f ° 
ie } 
eS } , 
‘ ‘ 
15 eile ' ' 
-_ 5 ' 
' 
' 
‘ t 
— r { 
{ \ } 
i : i 
/ t { 
70 ~ ‘ { ' 
i H H 
‘ied \ 
in \ 
\ 
_ / . Ay \ 
| / st al ea ‘ 
—— ys ms A 
a P / ‘ \ 
SF — ‘ \ 
pei ae S ‘ x Ny 
Ss) eee “I 4 
/ —-+- ‘ 
Vv . by x 
pee a er + 
+ oe Br - et 
a= {$f err 
j { | 1 1 | ' 
bolded Lt | |} | | | | L4 | 
9 72 j 72 


Fig. 6. Fibrinlésung durch Papain bei alkalischer Reaktion in Lésungen yon entwede: 
Natriumhydroxyd allein (Kurve A; mit zugehériger Blindkurve By), oder von Mischungen 


von Natriumhydroxyd mit Glykokoll (Kurve Ajy mit zugehoriger Blindkurve B;;) Die un 
die Blindwerte korrigierte Wirkungskurven sind in dieser Figur nicht eingetragen. 


das Papain nicht ganz inaktiviert war, obwohl es zum Siede 


erhitzt war. 


Die Figur zeigt, wie groB der Kinflu8 von Elektrolyte: 
auf die Wirkung von Papain bei alkalischer Reaktion ist. Dic 


groBte Fibrinlésung findet in beiden Versuchsreihen bei p,, = 


etwa 11,4 statt, aber ist in der Lésung mit nur Natriun- 
hydroxyd rund 4mal kriftiger als in der Lésung mit Glykokoll- 
Natriumhydroxydmischung. Die Elektrolytkonzentration ist 


hei der optimalen Reaktion in der Lésung von nur Natrium: 
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hydroxyd 0,011, in der Liésung von Glykokoll und Natrium- 
hydroxyd 0,045 Grammolekeln Glykokoll und 0,055 Gramm- 
molekeln Natriumhydroxyd pro Liter. Die QuellungsgréBe war 
in ersterer Liésung 45 mm, in letzterer 20 mm. 

Vergleichen wir nun mit diesen FibrinlésungsgréBen die 
Papainwirkung in der Phosphatlésung mit einer Elektrolyt- 
konzentration von nicht weniger als 1,16 Grammolekeln pro 
Liter, so sehen wir, daB die Papainwirkung in dieser Phos- 
phatlésung beinahe gleich kraftig als in der Glykokoll—Natrium- 
hydroxydlésung ist. 

Wir haben bisher gesehen, dab Papain Fibrin bei saurer 
Reaktion p,, = 2,5 und bei alkalischer Reaktion p, = 11,3 
kraftig lést und zwar um so mehr, je kleiner die Gesamt- 
elektrolytkonzentration ist. Daneben lést Papain Fibrin bei 
sroBer Elektrolytkonzentration bei nahezu neutraler Reaktion, 
Dy = etwa 6—7. 

Koaguliertes Hiihner- oder Serumeiweifi wird gleichfalls 
bei groBer Elektrolytkonzentration bei nahezu neutraler Reak- 
tion von Papain gelést, hitzekoaguliertes Hiihnereiwei8 etwas 
schwerer als Serumeiweib. 

Das Verhalten von hitzekoaguliertem Hiihner- und Serum- 
eiweiB bei saurer Reaktion ist uns noch nicht ganz klar. Wir 
fanden, daB Spritblauhiihnereiwei8 von Papain in sehr ver- 
diinnter Salzsiurelisung, p,, = 2,4-——2,9, nicht angegriffen wird, 
bei noch kleinerer Salzsiurekonzentration haben wir eine 
Lésung von koaguliertem Hiihnereiwei® in Mettschen Réhrchen 
gefunden. Die Ergebnisse mit koaguliertem Blutserumeiweil 
waren dieselben, auch dieses Kiweif wurde nur bei sehr kleiner 
Salzséurekonzentration und bei der Mettschen Versuchs- 
anordnung von Papain kriftig gelést. Man kénnte also ver- 
muten, daB die optimale saure Reaktion anders als bei dem 
librin gelegen sei. Mit Pepsin wurden aber beide Kiweib- 
arten bei p,, = etwa 2,0 sehr leicht gelést. Wir wollen das 
Verhalten von hitzekoaguliertem Hiihner- und Blutserumeiweii 
bei saurer Reaktion dem Papain gegeniiber noch niher unter- 
suchen. 

Bei alkalischer Reaktion verhalten sich Hiihner- und Blut- 
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serumeiweiB nicht anders als Fibrin. Bei p,, = 11,4 werden 
Spritblauhihnereiwei8 und Spritblaublutserumeiweib in Lésungen 
von Glykokoll und Natriumhydroxyd mit kleiner Gesamt. 
elektrolytkonzentration leicht gelést, am leichtesten noch das 
SpritblauhiihnereiweiB. Von Trypsin werden bei derselben 
Reaktion beide EiweiBstoffe ebenfalls leicht gelést. Ubersehen 
wir die bisherigen Versuchsergebnisse, so ergibt sich, daB das 
merkwiirdige Papain die von uns verwendeten in Wasser un- 
léslichen EiweiBstoffe erstens im stark gequollenen Zustande 
list, also bei der geeigneten sauren oder alkalischen Reaktion. 
Dabei wirken schon sehr kleine Mengen von Elektrolyten eut- 
quellend und im Zusammenhang damit hemmend auf die 
Papainwirkung ein. 

Weiter wird das Papain in der Nahe der neutralen Reak- 
tion von sehr vielen Kationen und Anionen zur EiweiBlésung 
aktiviert. Die optimalen Konzentrationen der verschiedeney 
Ionen sind verschieden, aber liegen im allgemeinen sehr hoch. 
Schwermetallionen aktivieren nicht, wohl weil sie mit dem 
Substrat, vielleicht auch mit dem Enzym unldésliche Verbindungen 
bilden. Die durch groBe Salzmengen aktivierte Papainwirkung 
ist sehr stark von der Reaktion abhingig. Die optimale 
Reaktion fallt nicht mit der neutralen zusammen. Aus unseren 
Untersuchungen wiirde eine Abhiangigkeit mehr von der Art 
des Elektrolyts als von der des EiweiBes hervorgehen. Wir 
fanden zum Jbeispiel fir Fibrin eine optimale Reaktion in 
Phosphatlésungen bei p,, = 6,0, in Natriumchloridlésungen bei 
p,, = 6,4 oder 6,5, 

Willstitter, Grassmann und Ambros finden ein 
scharfes Optimum der Wirkung von cyanidaktiviertem Papain 
bei einer Reaktion p,, = 7,1—7,3, mit Fibrin als Substrat. Sie 
bringen dieses Reaktionsoptitzum in Verbindung mit dem iso- 
elektrischen Punkt des Fibrins, das bei p,, = 7,2 liegen wiirde. 
Die Cyanidaktivierung dieser Autoren kommt bei schwach 
saurer und auch noch bei neutraler Reaktion wesentlich mit 
unserer Natriumchloridaktivierung iiberein, ist doch Natrium- 
cyanid bei diesen Reaktionen nahezu vollstindig als Natrium- 
chlorid und undissoziierte Cyanwasserstoffsiure zugegen. Wi 
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fanden friiher, wie in unserer ersten Mitteilung angegeben, 
daB Cyananionen, nicht undissoziierte Cyanwasserstoffsiure 
Papainaktivierend wirken. Natriumcyanid, mit Salzsiure neutra- 
lisiert, wirkt also als Natriumchlorid, aber sobald die Reaktion 
mehr und mehr alkalisch wird, kommt die aktivierende Wir- 
kung der Cyanionen dazu. Es kommt uns nicht unwahr- 
scheinlich vor, daB die genannten Autoren durch diese zwei- 
deutige Natriumcyanidwirkung die optimale Reaktion bei be- 
deutend héherem p,, als wir in den Natriumchloridlésungen 
mit demselben Substrat Fibrin gefunden haben. 

Jedenfalls scheint uns die Annahme von Willstitter, 
Grassmann und Ambros, dab mit Salz aktiviertes Papain 
Fibrin und andere unlésliche KiweiBstoffe am besten bei deren 
isoelektrischem Punkte lost, wenig sicher begriindet. Wir sind 
mehr geneigt, die wechselnde Lage der optimalen Reaktion 
mit der Bildung von verschiedenen Verbindungen von den 
Salzionen mit dem Substrat, vielleicht auch mit dem Enzym 
in Verbindung zu bringen. 

Wir haben uns die Frage vorgelegt, kénnen Pepsin und 
Trypsin auch in der neutralen Zone durch Elektrolyte zur 
KiweiSlésung aktiviert werden? Kine Schwierigkeit bei der 
experimentellen Beantwortung dieser Frage ist sofort darin 
gelegen, daB beide Enzyme im Gegensatz zu unserem Papain 
in Wasser unldslich sind und auch mit Salzen nur in sehr 
beschrankten MaBe gelést werden kénnen. Jedoch konnten 
wir doch in Phosphatlésung mit neutraler Reaktion geniigende 
Mengen Pepsin und Trypsin zur Lésung bringen, aber einige, 
auch nur einigermaBen merkliche Aktivierung dieser Enzyme 
durch das Phosphat bei neutraler Reaktion konnten wir noch 
nicht erreichen. Diese Enzyme, die wir méglichst rein fiir 
(iese Versuche verwendeten, verhalten sich also in dieser Hin- 
sicht ganz anders als Papain, womit nicht gesagt sein soll, 
daB sie nicht unter anderen Umstinden mehr ihnlich dem 
Papain sich yerhalten kénnten. 

In unserer ersten Mitteilung haben wir auch die Er- 
gebnisse unserer Versuche iiber die eiweifspaltende Kraft des 
Papains gegeben: bei der Papainwirkung auf die gelésten 
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HiweiBstotffe des Blutserums fanden wir nur ein einziges Reak- 
tionsoptimum bei p,, = etwa4. Natriumcyanid aktivierte dic 
Papainwirkung bei Reaktionen von p,, = etwa 6 nach de: 
alkalischen Seite, und wir glaubten diese Aktivierung besonde:; 
den Cyanionen zuschreiben zu miissen. Wir fanden niimlic/, 
keine Papainaktivierung bei der Fibrinlésung durch Cyani( 
bei saurer Reaktion, wohl aber bei alkalischer Reaktion. Die 
KiweiBspaltung der Blutserumeiweifstoffe wurde bei stark saure: 
Reaktion auch gar nicht yon Cyanid aktiviert, aber die Akti- 
vierung fingt, wie gesagt, erst bei sehr schwach saurer Reak- 
tion an und erstreckt sich dann weit nach der alkalische: 
Seite. Nachdem wir nun die kriftige Aktivierung auch yo. 
anderen Salzen als Natriumcyanid, darunter z. B. Natrium- 
chlorid gefunden hatten, liegt die Vermutung nahe, daB dies: 
anderen Salze und darunter Natriumchlorid, nicht nur in de 
neutralen Zone die Fibrinlisung, sondern auch die Spaltung 
des gelésten EiweiBes aktivieren sollten. Daf wir also z. b. 
in der Versuchsreihe XXIII in unserer ersten Mitteilung'), \ 
wir in der Fig. 12 eine so deutliche Aktivierung durch das 
Cyanid sehen, mit zweierlei Wirkung dieses Salzes zu tur 
haben. Erstens mit der aktivierenden Wirkung des Natriun- 
chlorids, in dem das Natriumcyanid in der neutralen Zou: 
(das Salz war mit Salzsiure neutralisiert) beinahe vollstiindi 
zersetzt ist, zweitens vielleicht mit der aktivierenden Wirkun: 
der Cyanionen, die, als die Reaktion allmahlich alkalisch wir 
in merklicher Weise gebildet werden. So kann man sich er- 
kliren, daB die Kurve der Vig. 12 unserer ersten Mitteilung 
sich so weit nach rechts erstreckt. 

Wir haben nun untersucht, ob wirklich Natriumchlor 
die weitere EKiweiBspaltung in der neutralen Zone gleich s 
wie die Hiweiblésung aktiviert. Dazu haben wir Versuch: 
reihen mit dialysiertem Rinderblutserum eingestellt und zwat 
ohne und mit Zugabe von Natriumchlorid. Folgende Versuchs- 
reihe XI gibt die Ergebnisse. 


') Diese Zs. Bd. 156, 8. 317 (1926). 
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Versuchsreihe XI. Spaltung der BlutserumeiweiB- 
stoffe durch Papain bei verschiedenen Reaktionen 
und ohne und mit Zugabe von Natriumchlorid. 

Papain de Bussy mit dialysiertem Rinderblutserum als 
Substrat. KiweiBgehalt dieses Serums 3,98 g pro 100 cem. 
Jedes Robrchen enthielt 2 cem Serum, weiter Salzsiiure oder 


Tabelle XI. 


Versuchsreihe XI. Spaltung der Blutserumeiweibstoffe durch Papain 

bei verschiedenen Reaktionen und ohne und mit Zugabe von Natrium 

chlorid. Endkonzentration des EiweiBes 1,59 g pro 100 cem. ‘Temp. 45”. 
Formoltitration. 














Endkonzentration in GréBe der FiweiBspal 
: tung in mg. Formolstick- 
| Grammolekeln pro Liter stoff pro 100 cem Serum 
Nr. Pi = 
des des 7 Hitze- 
; ar Natrium- Natrium- Aktives inaktiviertes 
Salzsiiure hydroxyds chlorids Papain Papain 
0,040 - — 2.65 249,5 147,6 
2 0,020 — — 3,08 298,7 143,4 
3 0,008 ae 4,08 260,0 143,4 
0,004 — 4,64 231,38 140,6 
5 0,002 ; ons 5,80 219.3 148,5 
3 0,000 0,000 co 5,52 198,3 146,9 
7 = 0,002 ~- 6,21 189, 1 150,4 
. a 0,004 _ 6,70 177,8 152.5 
9 | 0,008 ™ 7,22 148,3 149,0 
10 se 0,020 = 9,03 122,3 151,8 
1 - 0,043 “J 10,88 15,6 154,6 
l2 0,040 — 1,000 2,66 124,4 152,5 
13 0,020 — 1,000 3,83 289,6 151,1 
i4 0,008 1,069 4,57 276,9 148,55 
15 0,004 = 1,000 5,06 252.5 1497 
16 0,002  — 1,000 - 5,47 229,1 144, | 
17 0,000 | 0,000 1,000 6,07 210,8 153,” 
1S _ 0,002 1,000 6,64 196,1 156,7 
19 _ 0,004 1,000 7,00 181,3 156,17 
20 — | 0,008 1,000 7,63 135,5 151,] 
21 _ 0,020 1,000 9,15 118,8 153.2 
22 — 0,043 1,000 10,76 137,8 156,% 
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Natriumhydroxydlésung und in der einen Reihe auch Natriun. 
chlorid. Mit Wasser wurde angefiillt bis zu 4 ccm. Nach 
7 Minuten Erwirmen auf 45° wurde 1 ccm neutrale Papain- 
lésung mit 50 mg Papain zugegeben und genau 350 Minute) 
bei 45° verdaut. Dann wurde schnell abgekihlt und gegey 
empfindliches Lackmuspapier neutralisiert. Sodann wurd 
1 ccm gleichfalls gegen empfindliches Lackmuspapier neutrali- 
siertes Formol zugegeben und mit 0,1 n-Natronlauge unc 
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Fig. 7. Einflu® der Reaktion auf die BlutserumeiweiBspaltung durch Papain ohne Natriun 
chlorid. 
Abszisse Pay) Ordinat GrofBe der Papainwirkung. A beobachtete Kurve, B Blindkurre 


© um die Blindwerte korrigierte Wirkungskurve. 


Phenolphthalein bis zu Dunkelrot titriert. Vorstehende Tab. X! 


enthalt die Versuchsergebnisse. 


Die Fig.7 und die Fig. 8 geben eine graphische Dav- 


stellung der Versuchsergebnisse. 


Vergleichen wir die Kurve der Fig. 7 mit derjenigen de: 
Fig. 8 aus unserer ersten Mitteilung'), dann sehen wir im 
allgemeinen Ahnlichkeit, aber auch einige Verschiedenheit. Die 





') Diese Zs. Bd. 156, 8. 803 (1926). 
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Kurve der Fig. 8 aus unserer ersten Mitteilung bezieht sich 
gleichfalls auf die BlutserumeiweiBspaltung durch Papain, aber 
die Versuchslésungen enthielten dabei 20 mg Natriumchlorid 
pro 5 ccm, das ist also 0,068 Grammolekeln pro Liter, wihrend 
die jetzige Kurve der Fig. 7 sich bezieht auf Versuche, wobei 
die Lésungen ganz salzfrei waren. Mit diesem Unterschiede 
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Fig. Ss, Einfla® der Reaktion auf die BlutserumeiweiSspaltung durch Papain mit Natrium- 
chlorid. 


Abszisse Pay Ordinat GréBe der Papainwirkung. A beobachtete Kurve, B Blindkurve, 
C um die Blindwerte korrigierte Wirkungskurve. 


in der Zusammensetzung der Lésungen hingt wohl die Ver- 
schiedenheit in der Gestalt der friiheren Kurve der Fig. 8 
und der jetzigen der Fig. 7 zusammen. Die jetzige Kurve 
scheint gegeniiber der friiheren etwas nach links verschoben 
und die optimale Reaktion liegt in der jetzigen Kurve bei 
Dj; = etwa 3,5, in der friiheren Kurve bei p,, = etwa 4. 

Beim Vergleich der Kurven von den jetzigen Figg. 8 
und 7 sehen wir zuerst, da die optimale Reaktion der Kurve 
in Fig, 8, die sich also auf die Versuchsreihe mit einer Natrium- 
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chloridkonzentration von 1 Grammolekel pro Liter, d. h. a}s 
jetzt pro 5ccm 293 mg Natriumchlorid, bezieht, bei cinen — 
noch etwas gréBerem p,, als in der ilteren fig. 8 liegt, niimlic!, 
bei p,, = etwa 4,2. Aber weiter sehen wir dann, daB die Kur, 
der jetzigen Fig. 8 nach rechts bei p,, = 6—7 eine sehr meri. 
liche Ausbreitung zeigt. Diese Higentiimlichkeit der Kurye 
zeigt sich also im Reaktionsgebiete, wo Salze die eiweiBlésend: 
Kraft des Papains besonders aktivieren. Auch sehen wir i: 
der jetzigen Hig.8 die Kurve rechts von p, =7 sehr le- 
deutend schroffer als in Fig. 7 herabfallen. Dieses schroffe: 
Herabfallen sehen wir in der Natriumchloridkurve auch link: 
von der optimalen Reaktion. Wir haben dabei wieder mit | 
der bei saurer und alkalischer Reaktion hemmenden Wirkung | 
der Salze zu tun. 

Aber aus den Kurven der Figg. 8 und 7 geht ohne Zweite 
hervor, da& Natriumchlorid auch die EKiwei8spaltung durc’ 
Papain in der neutralen Zone ebenso wie die Liésung von 
Fibrin und von koagulierten Kiweifstoffen aktiviert. 

Wir glauben also sagen zu kénnen, dai in der neutrale, 
Zone sehr viele Salze die Papainwirkung auf EiweiB foérder 
und zwar nicht nur beim ersten Angriff des EKiweiBes, sonder 
auch bei den tieferen Spaltungen. 

Unser Papain lést also Fibrin und hitzekoagulierte Kiweib- 
stoffe bei stark saurer und alkalischer Reaktion, wobei dies 
Substrate stark gequollen sind. Elektrolyte, die den Quellungs- 
grad beeintriichtigen, hemmen schon in geringerer Konzen- 
tration die lésende Wirkung des Papains. Nach der Lésung 
findet eine weitere Spaltung des gelésten KiweiBes bei diesen 
Reaktionen nicht oder kaum statt. Die tiefer spaltende Wir- 
kung des Papains findet bei schwiicher sauren Reaktionen, 
Pp, = etwa 4, ihr Reaktionsoptimum. In sehr schwach saure! 
und neutraler Zone lést und spaltet Papain HiweiBstoffe, wen: 
Klektrolyte in gréBerer Konzentration zugegen sind. 

Hs fragt sich nun, wodurch diese Higentiimlichkeiten 1 
der Wirkung unseres merkwiirdigen Enzyms bedingt sind. 
Dariiber miissen kiinftige Versuche niheres bringen und mit 
diesen weiteren Versuchen sind wir beschiiftigt. Wir wollen 
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hier nur noch eine Versuchsreihe besprechen, aus der hervor- 
yugehen scheint, daB Papain bei bestimmten Reaktionen eine 
Verbindung mit dem KiweiB angeht. Wir haben zurzeit diese 
Versuche mit dem dialysierten Rinderblutserum angestellt, aber 
es ist selbstverstiindlich wichtig, die Versuche mit Eiwei8- 
stoffen anderer Art zu wiederholen. Papain gibt mit dem dialy- 
sierten Rinderblutserum bei bestimmten Reaktionen Triibungen 
oder Niederschlige und wir haben den Grad der Triibung 
gemessen. Wenn man die Papainlésung aiuBerst langsain er- 
hitzt. so daB im Laufe von einigen Stunden allmablich zum 
SchluB auf 100° erhitzt wird, dann wird das Enzym dabei 
unwirksam, aber es findet nicht die geringste Koagulation statt. 
Diese inaktivierte Papainlésung gibt mit EiweiBlésungen keine 
Tribung mehr. Wir lassen nun die Ergebnisse unserer Ver- 
suchsreihe mit dem aktivem Papain folgen. 


Versuchsreihe NIJ. Bildung einer Verbindung von 
Papain mit EiweiB in einem bestimmten Reaktions- 
gebiete. 

Papain de Bussy und dialysiertes Rinderblutserum. HMiweis- 
sehalt dieses Serums 3,98 g pro 100 ccm. Jedes Réhrchen 
2ccm Serum, dazu wechselnde Mengen Salzsiure- oder Natrium- 
hydroxydlésung und weiter Wasser bis zu 4 ccm. Die Tem- 
peratur wurde in dieser Versuchsreihe auf 20° gehalten. 
7 Minuten nach Zugabe der Salzsiure oder des Natrium- 
hydroxyds wurde 1 ccm Papainlésung mit 50 mg Papain zu- 
gegeben, in der zweiten Hilfte der Versuchsreihe war die 
Papainlésung durch allmahliche Erwirmung inaktiviert. Die 
Mischung wurde 1 Stunde auf 20° gelassen und sodann die 
Tritbungsstirke vergleichsmiBig gemessen. Die Triibung war 
in der neutralen Zone am stiirksten und bei lingerem Stehen 
flockte die Triibung allmihlich aus. Die folgende ab. XI 
sibt die Versuchsergebnisse. 

Die Fig. 9 gibt eine Ubersicht der Versuchsergebnisse. 

Wir sehen sehr deutlich ein Maximum der Triibung bei 
neutraler Reaktion p,, = 7,0. Es ist natiirlich nicht sicher, 


daB wir hier mit einer Verbindune yon KiweiS mit dem 
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Tabelle XII. 


Versuchsreihe XII. Bildung einer Verbindung yon Papain mit Eiweit 
in einem bestimmten Reaktionsgebiete. 


























Ex d x i i- Y,ee 4 ae 
“ konzentrat on des Ei Stirke der Triitbung 
weiBes 1,59 g pro 100 cem 
Endkonzentration in mit mit 
Nr. | Grammolekeln pro Liter Pir aktivem | inaktivierten 
dis | des Enzym Enzym 
| | Natrium- iia os “ 
_—— | n willkiivlichen Einheite: 
Salzsiiure | hydroxyds in willkiirlichen Kinheite 
l 0,050 es 2.23 0,21 0,14 
2 0,030 ie 2,03 0,22 0,14 
3 0,008 4,09 0,24 0,14 
{ 0,003 — 4,57 0,27 0,14 
5 0,000 on 5,04 0,31 0,14 
6 a 0,004 6,15 1,77 0,10 
7 -_ 0,008 6,89 2,70 0,09 
8 _ 0,020 8,40 0,83 0,00 
9 * 0,040 10,25 0,00 0,00 
10 — 0,060 11,53 0,00 0,00 
11 — 0,080 12,17 0,00 0,00 
30;- 
2.0}- 
| ; 
|. O}- 
Lee ngee--- - “ 
0.2 padooaks ee ona eA ert aw 
> 10 
Fig. 9. Ejinflu®B der Reaktion auf die Triibungsstarke von Losungen von Blutserumeiwe 't 


mit Papain. ; 
Abszisse Piri Ordinat Starke der Triibung, 


Enzym selbst und nicht mit einem dieses begleitenden EKiweib- 
stoff zu tun haben. Aber beim vorsichtigen Inaktivieren, wobei 
die Lésung des Enzyms klar bleibt, verschwindet die Triibung 
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beim Mischen mit der KiweiBlésung und man ist geneigt, zu 
vermuten, daB die Verbindung doch etwas mit dem eigent- 
lichen Enzym zu machen hat. 

Aber wie schon oben gesagt, kénnen nur weitere Ver- 
suche mit anderen Eiweibstotien und iiber das Verhalten unseres 
Papains im elektrischen Felde, um nur die am meisten vor- 
derhand liegenden zu nennen, das sehr merkwiirdige Verhalten 
unseres Papains nither beleuchten. 


Zusammenfassung. 


i. Die Ergebnisse von weiteren Versuchen mit unserem 
wasserléslichen Papain wurden mitgeteilt. 

2, Als Substrat der Papainwirkung haben wir jetzt auBer 
Fibrin auch hitzekoagulierte Hiihner- und Blutserumeiweib- 
stofie, alle mit Spritblau gefirbt, verwendet. Beim Fibrin 
fanden wir Maxima der Lisung bei ziemlich stark saurer und 
alkalischer Reaktion, p,, = etwa 2,5 und 11,3. Die eben ge- 
nanuten anderen Substrate zeigen gleichfalls bei p, = 11,38 
ein Lésungsmaximum und wahrscheinlich auch bei saurer 
Reaktion, obgleich die Lage der optimalen Reaktion hier mit 
der Art des EiweiBes vielleicht etwas wechselt. 

3. Die eiweiglésende Wirkung des Papains wird bei saurer 
und alkalischer Reaktion, wie wir auch schon friher gezeigt 
haben, schon von geringen Mengen von Elektrolyten gehemmt. 
Ks wird in dieser Beziechung auf die Wichtigkeit der Wahl 
der geeigneten Pufiermischung, und besonders deren Konzen- 
tration, bei Studien iiber die Wirkung von _ proteolytischen 
Knzymen hingewiesen. 

4. Wihrend die Papainwirkung bei saurer und alkalischer 
Reaktion von geringen Mengen Elektrolyten so stark gehemmt 
wird, wird sie von einer grofen Zahl Anionen und Kationen 
in der neutralen Zone kriftig aktiviert. Die vorliegende Ab- 
handlung beschiftigt sich vorwiegend mit dieser Elektrolyt- 
aktivierung des Papains bei neutraler oder sehr schwach saurer 
Reaktion. 


d. Die aktivierende Wirkung yon einer groBen Zahl An- 
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ionen und Kationen auf die KiweiBlésung durch Papain isi 
untersucht. 

6. Die Abhingigkeit der EKlektrolytaktivierung von de 
Konzentration wird beschrieben. Es zeigt sich eine optimale 
Wirkung bei verhiltnismibig groBen Konzentrationen. 

7. Die Abhingigkeit der Elektrolytaktivierung von de 
Reaktion ist untersucht. Es wird gezeigt, daB je gréBer dic 
Konzentration des Elektrolyts, je kleiner die Reaktionsbreite 
der Papainwirkung ist. 

8. Die Lage der optimalen Reaktion fallt nicht mit de: 
neutralen zusammen, sie scheint mehr von der Art des Elek- 
trolyts als von der Art des Substrats abhingig zu sein. Die 
Lage der optimalen Reaktion scheint denn auch nicht mit 
derjenigen des isoelektrischen Punktes des KiweiBes zusammen 
zu fallen. Sie ist vielleicht von der Art von Verbindungen 
zwischen dem Substrat oder dem Enzym und dem Elektrolyt 
abhangig. 

9. Elektrolyte aktivieren nicht nur die eiweiBlésende Krait 
des Papains in der neutralen Zone, sondern auch die tiefe 
spaltende Wirkung auf geléstes Kiweib. 

10. Papain gibt wahrscheinlich in dem neutralen Reaktious- 
gebiete Verbindungen mit EiweiBstofien. 
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Die Auffindung und Identifizierung der natirlichen 
Porphyrine auf spektrochemischem Wege. 


0. Schumm. 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitat. 
Allgemeines Krankenhaus Eppendorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Januar 1927.) 


Zur spektrochemischen Untersuchung der natiirlichen 
Porphyrine hat Verfasser Verfahren angewandt und teilweise 
beschrieben, durch die sich Porphyrine noch in so geringen 
Mengen auffinden und identifizieren lassen, daB an deren 
Erkennung auf rein chemischem Wege gar nicht zu denken?) 
wire. Auf demselben Wege haben sich neuerdings einige 
noch unbekannte biologisch wichtige Porphyrine und Por- 
phyratine auffinden und recht genau charakterisieren lassen, 
die von den vorwiegend mit rein chemischen Methoden ar- 
beitenden Forschern bei der Untersuchung des gleichen Ma- 
terials entweder gar nicht bemerkt oder aber nicht richtig 
erkannt worden waren. Angesichts dieser T'atsachen sind die 
von bestimmter Seite von Zeit zu Zeit verdffentlichten Be- 
mangelungen der ,spektroskopischen Methode“ vollkommen 
bedeutungslos.?) 





) Viele Belege in der am Ende der Abhandlung aufgefiihrten 
Literatur. 

*) Die Auffindung von Himaterinsiure, Kopratoporphyrin und 
Kopratin ist ein Ergebnis der planmaBigen Anwendung spektrochemi- 
scher Methoden. Die an Hand dieser Methoden durehgefiihrte Rein- 
darstellung der Hiimaterinsiiure (des eisenfreien Himatins) kann als be- 
sonderer Erfolg gebucht werden, weil bis dahin vergeblich nach einem 
Darstellungsverfahren gesucht worden war. R. Willstatter schreibt 
noch im Jahre 1913 [Diese Zs. Bd. 87, S. 437 (1918)]: ,,Es muB eine 
eigentiimliche Ursache haben, dab es nicht gelungen ist und nach den 
iblichen Methoden nicht gelingt, dem Himin unter Bildung des ihm zu- 
srunde liegenden Porphyrins mit 4 Sauerstoffatomen das Eisen zu entzichen.‘ 
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Will man tierisches oder pflanzliches Material auf eine, 
Gehalt an Porphyrinen, Porphyratinen oder deren Kiweig- 
verbindungen priifen, so versucht man zunachst, es unmittelba: 
zu spektroskopieren, wozu in manchen Fillen starke Licht. 
quellen (z. B. Bogenlampe) erforderlich sind. 


Auf die Unterlassung dieser Voruntersuchung diirfte es zuriickz, 
fiihren sein, daB der Hefefarbstoff Cytochrom so lange unerkannt ge- 
blieben ist. Das von der BrennereipreBhefe erzeugte Absorptions 
spektrum ist so stark und bezeichnend, dal es bei der ersten sachgemii) 
ausgefiihrten spektroskopischen Priifung der Hefe durch Keilin so 
gleich entdeckt wurde. Im Gefolge von Keilins Entdeckung wurd 
die wichtige Tatsache ermittelt, dab Pflanzensamen cine Metallkomples- 
verbindung der Himaterinsiiure enthalten, die mit dem Himatin ent 
weder identisch ist oder ihm doch sehr nahe steht. 

Fiir die niihere Untersuchung der oben genannten Ver- 
bindungen sucht man sie zuvor nach Méglichkeit zu isolierei, 
Hierbei sind Methoden, durch die aus vorhandenem Porphy- 
ratin Porphyrin abgespalten werden kann, zu vermeiden. Ks 
erscheint z. B. nicht angingig, Tier- oder Pflanzenmaterial 
durch lang andauernde Faulnis ,,aufzuschlieBen“, um die Aui- 
arbeitung auf vorgebildetes Porphyrin zu erleichtern. Bei 
der Verarbeitung bluthaltigen Materials ist zu beachten, dat 
aus sauerstofireiem Blutfarbstoff schon durch  schwiichere 
Sauren Porphyrin gebildet werden kann. 

Zurzeit sind folgende natiirliche Porphyrine dargestellt 
und als einheitliche Verbindungen erkannt worden: Kopro- 
porphyrin, Uroporphyrin, Hamaterinsiure und Ko- 
pratoporphyrin.’) Sie sind physiologische oder pathologi- 

") Meine Angaben itiber die Entstehung und Eigenschaften des 
Kopratins und das von den itbrigen Porphyrinen abweichende spektro- 
chemische Verhalien des Kopratoporphyrins sind von H. Fischer be- 
stiitigt worden. Er hat es trotzdem fiir richtig gehalten, in meine noch 
nicht abgeschlossene Untersuchung einzugreifen und sie weiterzufiihren 
ivgl. Diese Zs. Bd. 161, 8. 17 (1926)|. Gleichzeitig sucht er mich beziig- 
lich der Benennung neu entdeckter Kérper zu belehren (a. a. Q. S. 19, 
FuBnote), Unter Verzicht auf eine Beurteilung yon H. Fischers Vor: 
gehen bemerke ich nur, da’ ich die von mir ia die physiologische und 
medizinische Literatur eingefiihrten Namen Kopratin und Koprato- 
porphyrin beibehalten werde. Ich beharre auf dem Recht, fiir Korper, 
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sche Bestandteile des menschlichen Kérpers. — Die natiir- 
lichen EHisenkomplexverbindungen von MHimaterinsiure und 
Kopratoporphyrin, Himatin bzw. Kopratin, sind physiologische 
Bestandteile der Faeces mit gemischter Kost ernihrter 
Menschen.?) 

Zur Abscheidung der atherléslichen Porphyrine aus 
tierischem Material benutzt man in den meisten Fallen vor- 
teilhaft die Extraktion mit Eisessig oder Eisessig—Ather, aus 
dem sich nach dem Auswaschen der Hauptmenge Essigsiure 
die Porphyrine mit verdiinnter Salzsiure ausschiitteln und 
cleichzeitig vom gréften Teil etwa beigemengten Himatins 
oder anderer EKisenporphyratine abtrennen lassen. Zur Ab- 
scheidung des in Ather nicht léslichen Porphyrins be- 
handelt man das Material je nach seiner Beschaffenheit ent- 
weder mit Salzsiure oder salzsiiurehaltigem Methylalkohol. 
Wurde nur Salzsiiure benutzt, so dampft man den Auszug 
nahezu oder ganz zur Trockne ein und vermischt ihn mit 
einer reichlichen Menge salzsiurehaltigen Methylalkohols. In 
jedem Falle bewirkt man durch Kochen mit salzsiiurehaltigem 
Methylalkohol die Veresterung. War das Rohmaterial stark 
wasserhaltig, so mu8 auch der mit einem groBen Uberschu8 
salzsiurehaltigen Methylalkohols hergestellte Auszug zuvor ver- 
dampft und der Riickstand zur Veresterung mit salzsiurehaltigem 
Methylalkohol gekocht werden. Bei sehr geringem Porphyrin- 
eehalt ist man auf die Priifung des Praparates mit spektro- 
chemischen Reaktionen angewiesen. Anderenfalls versucht man 
den Ester nach dem Vorgange von H. Fischer aus wenig 
Chloroform durch Zusatz von siedendem Methylalkohol zur 
Krystallisierung zu bringen. 

Zur Abscheidung der iitherliéslichen Porphyrine aus 
Faeces werden diese zunichst durch Extraktion mit Alkohol— 


een cee 


die von mir entdeckt, ihrer Abkunft nach aufgeklart und in ihren 
Kigenschaften so genau besehrieben sind, da8 eine Verwechslung mit 
anderen ausgeschlossen ist, Namen zu wihlen, die mir richtig erscheinen. 
*) Wegen des Vorkommens von Kopratin nach Blutungen im Be- 
reich des Magendarmkanals vgl. man Diese Zs. Bd. 156, S. 61 (1926), 
dort die frithere Literatur, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXIV, 10 
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Ather gereinigt und danach erst mit Eisessig oder Hisessio- 
Ather die Porpbyrine ausgezogen. Wegen der ausfiihrlichey 
Vorschriften zur Abscheidung der Porphyrine und ihres Nach. 
weises in klinischem Material sei auf Abderhaldens Hand- 
buch der biologischen Arbeitsmethoden verwiesen. 

Die vier genannten Porphyrine wiirden sich nétigenfall, 
nebeneinander nachweisen lassen. Aus dem Rohporphyrin- 
gemenge lassen sich Koproporphyrin, Himaterinsiure uni 
Kopratoporphyrin mit Eisessig oder essigsiiurehaltigem Ather 
abtrennen; Uroporphyrin bleibt hierbei ungelést. — Zw 
Trennung der drei in essigsiiurehaltigem Ather léslichen Por- 
phyrine benutzen wir folgende prinzipiell von R. Willstitte: 
geschaffene Fraktionierungsmethode, durch die er Porphyrin 
trennen und unterscheiden konnte, zu deren Krkennung di 
Elementaranalyse allein nicht ausgereicht hitte.?) 

Vor der Ausfithrung des Fraktionierungsverfahrens stellt 
man fest, ob Himaterinsiiure im Uberschu8 vorhanden is 
Dazu geniigt es, eine kleine Menge der Substanz in wenigen 
Tropfen Eisessig zu lésen, mehrere Kubikzentimeter Ather hinzu- 
zufiigen und zu spektrometrieren. Liegt der schmale Haupi- 
streifen I angenihert auf 632, und ist in der Gegend von 622. 
623 oder 624°) nur ein schwiacherer oder kein Streifen vor- 
handen, dann enthilt die Lésung von den genannten Porphy- 
rinen vorwiegend oder ausschlieBlich Himaterinsiure. In den 
Falle ist es zweckmiiBig, die Hauptmenge der Substanz in Salz- 
siiure zu lésen, die Lésung bis auf einen HCl-Gehalt von ungefiilr 
5 °/ gu verdiinnen und durch wiederholtes Ausschiitteln mit je 


iO 


') Fiir die unten angefiihrten, kiinstlich aus Himin dargestellten 
Porphyrine, von denen die mit ,,*“* bezeichneten von ihm entdeckt sind 
hat R. Willstitter folgende Salzsiurezahlen ermittelt: 

Hiimatoporphyrin-Nencki = 0,1—0,15 


* Haminoporphyrin = 0,15 
Hamidoporphyrin = 1,0 

* Hamoporphyrin = 0,15 
Mesoporphyrin = 1—-1,5 

* Athioporphyrin = 3,0 


2) Mit den Zahlen ist das Dunkelheitsmaximum der Streife: 
gemeint. 
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dem gleichen Volumen alkoholfreien Chloroforms die Hima- 
terinsiure (gegebenenfalls zugleich mit dem auch chloroform- 
jéslichen Mesoporphyrin)') méglichst zu entfernen, das iibrige 
Porphyrin aus der Salzsiure mit Natriumacetat in Ather zu 
bringen und die siurefrei gewaschene Lisung in der unten 
beschriebenen Weise mit Salzsiure von 0,1, 0,4 und 3°/, Gehalt 
zu fraktionieren. 


Scheidung der Porphyrine durch fraktionierte Extraktion 
der Atherlosung mit verdiinnter Salzsdure. 

Wir waschen die Lésung des Porphyringemisches in 
essigsiiurehaltigem Ather mit Wasser siurefrei und schiitteln 
sie mehrmals mit dem gleichen Vol. 0,1°/,iger Salzsiure aus. 
Koproporphyrin laBt sich auf diese Weise ziemlich vollstindig 
in die Salzsiiure bringen. Nunmehr schiitteln wir die iitheri- 
sche Lésung mehrmals mit 0,4°/,iger Salzsiiure aus und ge- 
winnen dabei die Hauptmenge des Kopratoporphyrins. Die 
crdBtenteils im Ather verbliebene Himaterinsiiure kann mit 
3°/,iger Salzsiure herausgeschiittelt werden. — Glaubt man 
mit der Méglichkeit rechnen zu miissen, daB Hiimatoporphyrin- 
Nencki vorhanden ist, so wiirde dieses neben Koproporphyrin 
in dem mit 0,1°/,iger Salzsiure hergestellten Auszug aufzu- 
suchen sein. Uber seinen Nachweis wird unten Niheres mit- 
geteilt. Das bislang als Kérperbestandteil noch nicht auf- 
gefundene Mesoporphyrin kénnte teilweise in dem mit 0,4°/,iger 
Salzsiure hergestellten Auszug vorhanden sein, ist aber vor- 
wiegend in der Hiimaterinsiiurefraktion zu erwarten. Da die 
Salzsiurezahl des Mesoporphyrins kaum halb so groB ist wie 
die der Himaterinsiure, erscheint eine teilweise Trennung 
beider nach Willstatters Methode mdéglich. Die Frage be- 
darf noch der Prifung. 

Liegen gréBere Mengen Substanz vor, so empfiehlt es 
sich, die dargestellten Fraktionen zur Reinigung einzeln noch- 
mals dem beschriebenen Fraktionierungsverfahren zu unter- 
werfen., 





') Bislang ist Mesoporphyrin in tierischem Material nicht auf- 
gefunden. 
10* 
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Nach diesem Verfahren lassen sich z. B. kleine Beinep. 
gungen von Koproporphyrin neben viel Himaterinsiure aut. 
finden, ferner die in menschlichen Faeces vorkommenden Ge. 
mische aus Koproporphyrin und Kopratoporphyrin oder Hiima. 
terinsiure und Kopratoporphyrin trennen. Endlich lassen sic’, 
auch Gemische der drei genannten Porphyrine soweit trennen, 
daB zuletzt jeder Bestandteil fiir sich durch spektrochemisclie 
Reaktionen identifiziert werden kann. 


Spektrochemische Reaktionen zur Erkennung von Koproporphyrin, 
Uroporphyrin, Hamaterinsiure und Kopratoporphyrin. 


Zur Identifizierung von Koproporphyrin bedient man sich: 
a) der Bromspektralprobe, b) der Proben mit etwa 98°/, iger 
Schwefelsiiure, 25°/,iger Salzsiure, schwach essigsiurehaltigei 
Ather, c) der Verteilungsprobe mit Salzsiiure und Chloroform 
(kein Ubergang aus 20°/,iger Salzsiiure in alkoholfreies Chloro- 
form), d) der Uberfithrung in den Methylester und seiner Priifung 
mit der Chloroform—Salzsiureprobe, bei geniigend Substanz 
auBerdem der Proben mit Kohlenstofftetrachlorid und mit 
Phenol, e) der Uberfiihrung in die Kisenkomplexverbindung 
und ihrer Priifung in Pyridin unter Zusatz von wenig Hydr- 
azinhydrat. 

Die Bromspektralprobe ist so bezeichnend, daB man 
damit Koproporphyrin selbst im Gemisch mit der 3—4fachen 
Menge Himatoporphyrin-Nencki ohne weiteres erkennen kann. 
In konzentrierter Schwefelsiure gelést gibt Koproporphyrin das 
Spektrum I. etwa 594, III. 550,5, Hamatoporphyrin-Nencki [. 
etwa 600, III. 554, so daB die beiden Porphyrine durch diese 
Probe sicherer unterschieden werden kénnen als in der Lisung 
in 25°/,iger Salzséure; denn dabei ist der Unterschied viel ge- 
ringer (Koproporphyrin I. etwa 593,6, II]. 550,2, Himatopor- 
phyrin-Nencki J. 595,57), IIT. 551,7). 





‘) Die in der Literatur immer wieder auftretende irrtiimliche An 
gabe ,,I. etwa 598° fiir die Lésung von Himatoporphyrin-Nencki in 
25°/,iger Salzsiiure erklart sich durch Unreirheit der angewandten Pri 
parate. 
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Himaterinsiure gibt in konzentrierter Schwefelsiure 
anfangs etwa dieselben Werte wie Himatoporphyrin-Nencki; 
allmihlich findert sich das Spektrum, und man findet den 
Streifen I. noch weiter rotwiarts. Kopratoporphyrin gibt 
bei der Probe mit konzentrierter Schwefelsiure das Absorp- 
tionsbild weiter violettwiirts als alle bekannten natiirlichen 
Porphyrine: I. etwa 592, HIT. 548. 

Anmerkung. Ein bemerkenswerter Unterschied ergibt sich, wenn 
man die Werte fiir die Probe mit konzentrierter Schwefelsiiure mit 
denen fiir 25°/,ige Salzsiure vergleicht: 











25°/,ige Salzsiiure | etwa 98°/,ige Schwetels. 

I. Il] I. | Til. | 
Kopratoporphyrin . . .| 691 _ b4&S 591.6 545,0 
Koproporphyrin. . . .| 5936 | 550,2 oot 380,5 
Uroporphyrin. . . . .| 597,1 554,1 600 555,5 
Hiimaterinsiure . . . .} 602,7 557,2 600,5 555 
Himatoporphyrin-Nencki 595.5 551,7 | 599,0(bis600) 554 
Mesoporphyrin . . . .{ 592,8 | 549,7 593,85 5491 


Dabei zeigt sich, dab Kopratoporphyrin, Koproporphyrin und 
Mesoporphyrin in der Schwefelsiurelésung je fast dieselben Werte 
geben wie in 25°/jiger Salzsiiure, wihrend z. B. das unter der Ein- 
wirkung der Schwefelsiiure seine Zusammensetzung dindernde Himato- 
porphyrin-Nencki in dieser Lésung einen von der Salzsiiurelésung stark 
abweichenden Wert ergibt. Auffilligerweise zeigt sich ein ‘hnlich 
starker Unterschied auch bei dem Uroporphyrin. 

Kin analytisch verwertbarer Unterschied zwischen Kopro- 
porphyrin und Hiamatoporphyrin-Nencki ergibt sich bei der 
Chloroform—Salzsiureprobe der unter gleichen Bedingungen 
hergestellten Methylester. Man kocht das fragliche Porphyrin 
etwa 20 Minuten mit 1°/, HCl enthaltendem Methylalkohol 
am RiickfluBkithler, kiihlt ab, verdiinnt mit alkoholfreiem 
Chloroform, wischt mit tiberschiissiger Sodalésung, danach 
mit Wasser und verdampft die Chloroformlésung. List man 
den Riickstand in wenigen Kubikzentimeter alkoholfreiem 
Chloroform, fiigt das gleiche Vol. etwa 20°/,iger Salzsiiure 
hinzu und schiittelt durch, so gibt die Chloroformlésung des 
Koproporphyrinmethylesters héchstens einen geringen Bruch- 
teil des Farbstoffs an die Salzsiiure ab, wihrend von dem Ver- 
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esterungsprodukt des Himatoporphyrin-Nencki reichlich Far}). ! 
stoff in die Salzsiure iibergeht. Ferner besteht ein Unterschied 

in der Farbe der salzsiurehaltigen Chloroformschicht, die be; 

dem Koproporphyrin violett, bei dem Himatoporphyrin-Nencki 

in der Durchsicht violettstichig-rot, im auffallenden Lichte 

griin erscheint. 

Zur Identifizierung von Uroporphyrin stellt man zuniichs: 
dessen Unlislichkeit in essigsiiurehaltigem Ather fest, danac! 
sein Verhalten bei der Bromspektralprobe. Das zugehdrige 
Spektrum zeigt, abgesehen von der Absorption im Rot, eine: 
schmalen Streifen auf etwa 503 und einen breiteren auf etw 
476 und erméglicht die Unterscheidung von den drei ander 
Porphyrinen. Man bestimmt ferner die Spektren der Lisunge 


n/10-Kalilauge. Einen Teil der fraglichen Substanz verester’ 
man mit Methylalkohol und Salzsiiure und priift den 
geschiedenen Ester mit der Chloroform- und der Chloroform 
Salzsiitureprobe. Hier ist zu beachten, da8 der Uroporphyrin- 
methylester bei dieser Probe etwa dieselben Werte gibt wie 
der Himaterinsiuremethylester!') Durch den angegebene 
Gang lit sich das Uroporphyrin mit Sicherheit von den dre’ 
iibrigen Porphyrinen unterscheiden. Liegt geniigend Substan 
vor, so priift man einen weiteren Teil des Esters in Pheno 
und stellt auBerdem die Eisenkomplexverbindung des Meth 
esters her, die in Pyricin gelést und mit wenig Hydrazinhydra 
versetzt das Spektrum ,.f. 549, IT. etwa 519 gibt. 

Zur Identifizierung der Himaterinsiure bestimmt ma 








1) 
Methylester von 
Himaterinsiiure | Uroporphyrin 
in salzsiiurehaltigem I. 605,5 605,3 
Chloroform Iil. 561,5 561,38 
| i. 630.3 | 625,4 
; II. 574,5 | 570,0 
In reinem Chloroform | UL 542,0 | 536,0 
(] OV. 507,0 500,0 
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gunichst das Spektrum der Lésung in n/10-Kalilauge, in 
schwach essigsiiurehaltigem Ather und in 25°/,iger Salzsiiure 
und stellt fest, daB der Farbstoff aus der salzsauren Loésung 
heim Schiitteln mit alkoholfreiem Chloroform teilweise, nach 
vorherigem Verdiinnen mit der vierfachen Menge Wasser 
reichlich in das Chloroform iibergeht. Nachdem man das 
Spektrum der Chloroformschicht bestimmt hat, priift man 
spektrometrisch die Lisung des Farbstofis in etwa 98°/,iger 
Schwefelsiiure (sogleich nach ihrer Herstellung), stellt ferner 
aus einem J'eil des Porphyrins die EKisenkomplexverbindung 
her und priift ihr Spektrum in der mit wenig Hydrazin- 
hydrat durchmischten Pyridinlésung. Liegt geniigend Substanz 
vor, so iibertiihrt man eimen Teil in den Methylester und priift 
diesen mit der Chloroform—Salzsiiureprobe und in Phenol. Zur 
Charakterisierung der Himaterinsiure kann man das Priparat 
auch in der von Papendieck und Bonath _ beschriebenen 
Weise elektrochemisch hydrieren und das Produkt spektro- 
chemisch priifen. Zu diesem Versuch sind aber etwas gréBere 
Mengen erforderlich. 

Zur Identifizierung von Kopratoporphyrin stellt man 
zuniichst die Brom—Spektralprobe an, durch die sich eine Ver- 


wechslung mit Koproporphyrin sicher vermeiden liBt. Weiter 


bestimmt man die Spektren der Liésungen in etwa 98°/ iger 
°/,iger Salzsiure und in schwach essig- 
siurehaltigem Ather, iiberfiihrt einen Teil des Farbstoffs in 
die Kisenkomplexverbindung und bestimmt deren Spektrum in 
der mit wenig Hydrazinhydrat durchmischten Lésung in Pyridin. 
Die Kisenverbindungen des Kopratoporphyrins liefert hierbei das 
Spektrum I. etwa 545, Il. etwa 516 und kann schon durch 
diese Probe von den drei iibrigen Porphyrinen sicher unter- 
schieden werden. 


Schwefelsiure, in 25 


Anmerkung. Sollte in ganz besonderen Fallen mit der Anwesen- 
heit von Hiimatoporphyrin-Nencki gerechnet werden miisseu, so ist 
dieses vorwiegend in der 0,1°/, HCl-Fraktion (der Koproporphyrinfraktion) 
zu erwarten. Da ein fiir kleinste Mengen eines Gemisches aus Kopro- 
porphyrin und Hiimatoporphyrin-Nencki geeignetes Trennungsverfahren 
nicht bekannt ist, muB man sich zurzeit noch darauf beschriinken, das 
Gemisch unmittelbar den Spektralreaktionen zu unterwerfen, 


Sr perme 
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Man priift die Substanz zuniichst mit der Bromspektra). 
probe, durch die Koproporphyrin auch neben einem betriicht. 
lichen Uberschu8 von Hiimatoporphyrin-Nencki erkannt werde) 
kann. Danach priift man sie in etwa 98°/,iger Schwefelsiure: 
ist tiberwiegend Hamatoporphyrin-Nencki vorhanden, so wird 
man den Hauptstreifen I. auf ungefaihr 598, 599 oder 600 
finden. Nunmehr verestert man den Rest des Priparates, indem 
man ihn 20 Minuten lang mit 1°/, HCl enthaltendem Methy!- 
alkohol am RiickfluBkiihler kocht, die abgekihlte und mit 
reichlich Chloroform verdiinnte Flissigkeit mit Sodalésung im 
UberschuB schiittelt, die Chloroformschicht abtrennt, wiiscl 
und verdampft. Den Riickstand lést man in einigen Kubik- 
zentimetern alkoholfreiem Chloroform, setzt gleichviel 20°/, ize 
Salzsiure hinzu und schiittelt durch. Lag ein Gemisch aus 
Koproporphyrin und einer dbhnlichen oder gréBeren Menge 
Hamatoporphyrin-Nencki oder dieses allein vor, so geht eine 
betrichtliche Menge Farbstoff in die Salzsiure iiber; diese 
gibt dann das Spektrum mit den fiir Nenckis Himatopor- 
phyrin geltenden Werten.') War nur Koproporphyrinester vor- 
handen, so gehen héchstens Spuren iiber. Ob sich das Ver- 
fahren zu einer quantitativen Trennungsmethode ausgestalten 
laBt, bedarf noch der Priifung. 

In obigen Austithrungen wird bekriftigt, dat 
sich die vier natiirlichen tierischen Porphyrine aui 
spektrochemischem Wege voneinander unterscheiden 


‘) Bekanntlich hat H. Fischer die Hypothese aufgestellt, dab es 
zwei Hiimoglobine gibt, deren eines statt Hamatin die Eisenkomplex- 
verbindung des Koproporphyrins enthalte. Diese Hypothese wurde 
hauptsiichlich durch den vermeintlichen Befund von Koproporphyrin in 
gefaultem Fleisch gestiitzt. H. Fischer hat das Koproporphyrin 
seinerzeit nur durch solche Spektralreaktionen nachzuweisen gesucht, (ic 
uicht beweiskriftig genug waren. Auch die spater vom Verfasser durcli- 
gefiihrte umfangreiche Nachpriifung brachte keine sichere Entscheidung. 
Nachdem vom Verfasser neuerdings Spektralreaktionen aufgefunden sind, 
die eine sichere Unterscheidung zwischen Koproporphyrin, Koprato- 
porphyrin, Hiimatoporphyrin-Nencki und Mesoporphyrin gestatten, wird 
sich nunmehr einwandfrei feststellen lassen, ob bei der Féaulnis von 
Fleisch Koproporphyrin entsteht. 
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nnd erkennen lassen. Um jeder Mifdeutuug zu begegnen, 
sei aber ausgesprochen, daf ein Porphyrin in vielen Fallen 
nicht durch eine einzige Spektralprobe (z. B. die Bestimmung 
des Spektrums der Loésung in n/10-Kalilauge oder konzen- 
trierter Schwefelsiure) identifiziert oder gar als einheitlich er- 
kannt werden kann. Zur Identifizierung eines Porphyrins ist 
vielmehr im allgemeinen die Durchfiihrung eines spektro- 
chemischen Untersuchungsganges notwendig, wie er z. B. 
schon vor einiger Zeit von mir angegeben worden ist. Wie 
weit er im einzelnen Falle gekiirzt werden kann, muB dem 
Untersucher iiberlassen bleiben. 

Ferner mu ausgesprochen werden, daB noch von keiner 
Seite 2 Porphyrine beschrieben worden sind, die trotz ab- 
weichender Klementarzusammensetzung bei allen Proben des 
von mir empfohlenen und angewandten (die beschriebenen 
Fraktionierungsverfahren einschlieBenden!) spektrochemischen 
Untersuchungsganges vollkommen iibereinstimmendes Verhalten 
gezeigt hitten. Es unterliegt keimem Zweifel, daB die in den 
letzten Jahren fraglos wesentlich vervollkommnete Methodik 
noch weiter ausgebaut werden kann. Ihre Anwendung ist 
durch die Schaffung des neuen GittermeBspektroskops von 
Loewe-Schumm}) auBerordentlich erleichtert. Es erméglicht 
bei den hier in Betracht kommenden Untersuchungen eine 
MeBgenauigkeit, die nach dem Ergebnis zahlloser vergleichender 
Untersuchungen mit dem ilteren Modell nicht erreicht werden 
konnte, 

In klinischen Fallen wird der Untersucher sich auch in 
Zukunft schon aus Materialmangel oft auf eine oder wenige 
Reaktionen beschriinken miissen. — Nachdem durch sehr viele 
Untersuchungen an Harnen Gesunder und Kranker festgestellt 
worden ist, dag Himaterinsiiure unter natiirlichen Verhilt- 
nissen héchstwahrscheinlich gar nicht in den Harn iibergeht, 
braucht man mit ihrem Auftreten wohl ebensowenig zu 
rechnen, wie mit dem von Nenckis Himatoporphyrin. Findet 
sich nun im Harn eines Kranken ein erhdhter Gehalt an 


‘) Vgl. die Abhandlung auf S. 58. 
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iitherléslichem Porphyrin, so priift man nach Bestimmun: 
seines Spektrums in 25°/, iger Salzsiure, ob es daraus in alkohol. 
freies Chloroform iibergeht oder nicht, iiberfiihrt das Porphyry 
mit Natriumacetat in Ather, wiischt und verdampft ihn und 
stellt am Riickstande die Bromspektralprobe an. 

Da das itherlésliche Porphyrin des Harns bislang in alle 
niher untersuchten Fallen als Koproporphyrin erkannt word: 
ist, andererseits noch nicht ausgeschlossen werden kann, da! 
in besonderen Fallen auch einmal Kopratoporphyrin in de 
Harn iibergeht, so mu8 vorliufig noch mit diesen beidey 
Porphyrinen gerechnet werden. Koproporphyrin gibt in etw: 
25°/,iger Salzsiiure das Spektrum I. etwa 593,6, III. ctw. 
550,2, geht aus der Salzsiure nicht in Chloroform iiber uni 
gibt bei der Bromspektralprobe als bezeichnende Erscheinuiy 
den schmalen scharf begrenzten Streifen auf etwa 499 
den etwas breiteren auf 470. Hierzu muB allerdings je. 
merkt werden, daB das Porphyrin nicht zu sehr dur¢ 
Urobilin verunreinigt sein darf, dessen Absorption die ge- 
nannten Streifen verdecken kann. Um sicher zu gelhicu, 
bringt man das Porphyrin zuvor aus dem Ather wieder in 
etwa 5°), ige Salzsiiure, daraus wieder mit Natriumacetat 
Ather, wiischt ihn, bis kein gelber Farbstoff mehr in das Was: 
iibergeht, schiittelt das Porphyrin aus dem Ather wieder mit 
5°/,iger Salzsiiure aus und bringt es daraus mit Natriun- 
acetat in Ather, wiischt und verdampft ihn und verwendet den 
Riickstand zur Bromspektralprobe. Durch das_ beschriebcue 
schon von V. Arnold und auch von H. Fischer benutzt 
Reinigungsverfahren habe ich die stérenden Begleitstoffe in 
allen meinen Fiillen so weit entfernen kénnen, daB der Ausf:!! 
der Bromspektralprobe sicher beurteilt werden konnte. 

In besonderen Fiillen wird man sogar auf die Abscheidniy 
des Porphyrins aus dem klinischen Material verzichten miissc». 
Stehen z. B. nur wenige Kubikzentimeter Blutserum zur \er- 
fiigung, die auf Porphyringehait gepriift werden sollen, so 
empfiehlt es sich, zunachst das reine Serum zu spektroskopiere” 
und danach die durch geeignete Reagenzien (Sodaliésung, Salz- 
siiure) hervorgerufenen Spektralerscheinungen festzulegen. Kineu 





e 
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Versuch zur Abscheidung vorbhandenen Porphyrins unter- 
nimmt man erst, nachdem die angegebenen Proben ausgefiihrt 
sind. Wegen der Ejinzelheiten der zur Auffindung von Por- 
phyrin im Blutserum geeigneten Verfahren sei auf meine dem- 
nichst erscheinenden Beitrige in Abderhaldens Handbuch 
der biologischen Arbeitsmethoden verwiesen. 


Auch die fiir den indirekten Nachweis okkulter Blutungen 
guerst von J. Snapper angewandte Priifung der Faeces auf 
das bakteriochemisch aus Blut entstehende Porphyrin Hiima- 
terinsiiure ist klinisch wohl meistens nur so ausgefiihrt worden, 
daB der Rohporphyrinauszug spektroskopiert wurde. Hier ist 
doch zu empfehlen, daB der das Rohporphyrin enthaltende 
Salzsiureauszug, der gegebenenfalls auBer Himaterinsiure 
Koproporphyrin und Kopratoporphyrin enthalten kann, wenig- 
stens dadurch fraktioniert wird, da8 man ihn nach dem Yor- 
gange A. Papendiecks mit alkoholtreiem Chioroform erschépft. 
Ist Himaterinsiure vorhanden, so geht diese wenigstens zum 
srdBeren eile in das Chloroform iiber. Man bestimmt dessen 
Spektrum, wischt es mit wenig Wasser, verdampft es, nimmt 
den Riickstand mit einigen T'ropfen Hisessig und einigen Kubik- 
zentimeter Ather auf und bestimmt das Spektrum, schiittelt 
die Liésung mit wenigen Kubikzentimeter 25°/, iger Salzsiiure 
aus und bestimmt das Spektrum des Salzsiiureauszuges. Wegen 
der zur Abscheidung der verschiedenen Faeces-Porphyrine in 
reinerer Form geeigneten Verfahren sei auf meine friiheren 
Abhandlungen und den Beitrag in Abderhaldens Handbuch 
verwiesen. 


Die spektrochemische Identifizierung der den obigen Porphyrinen 
zugehorigen natiirlichen Eisenporphyratine.’) 


Sie umfaSt die einfachen spektrochemischen Reaktionen 
der Kisenporphyratine und die spektrochemische Untersuchung 
der bei ihrer Enteisenung nach dem Verfahren von Papen- 
dieck und Bonath (in bestimmten Fallen auch nach dem 


eee 





') Eisenporphyratine = Eisenkomplexverbindungen der Porphyrine. 
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Verfahren von Hoppe-Seyler oder Nencki und Sieber) ent. 
stehenden Porphyrine. 

Als einfache spektrochemische Reaktionen benutzt may 
die Priifung in Eisessig, n/10-Kalilauge ohne und mit Zp. 
satz von Hydrazinhydrat, in Pyridin mit Zusatz von wenig 
Hydrazinhydrat bzw. Zusatz von Schwefelammonium, in yer. 
diinnter Kalilauge nach Zusatz von Cyannatrium und Schwetel- 
ammonium. 

Zur Enteisenung eignet sich gut das Verfahren von Payen- 
dieck und Bonath, bei dem das Eisenporphyratin in eine 
reichlichen Menge Eisessig gelést und mit einer abgekiihiter 
Mischung aus Kisessig und Hydrazinhydrat versetzt wird, 
Nachdem das Gemisch mehrere bis 24 Stunden gestanden hat, 
trennt man das entstandene Porphyrin ab, indem man di 
mit dem mehrfachen Vol. Ather verdiinnte Fliissigkeit mit 
Wasser entmischt, die Atherlisung abtrennt, griindlich wiischt 
und mit Salzsiiure ausschiittelt. Aus der Salzsiure bringt man 
das Porphyrin mit Natriumacetat in Ather, wiischt ihn griind- 
lich, schiittelt ihn wieder mit Salzsiure aus und wiederholt 
das Reinigungsverfahren nétigenfalls. Bei sehr hiufiger An- 
wendung des Verfahrens habe ich das entstandene Porphyrin 
so stets in geniigender Reinheit erhalten, um es spektro- 
chemisch identifizieren zu kénnen. Unterwirft man dem Ver- 
fahren ein Porphyratingemisch, so erhalt man das zugehorig 
Porphyringemisch. Das in vielen Fallen aus einem Gemisc! 
wechselnder Mengen von Himatin und Kopratin bestehend: 
Roh-Porphyratin aus Faeces hefert dem entsprechend ein (e- 
misch aus Hamaterinsiiure und Kopratoporphyrin. Es beda: 
kaum der Erwihnung, daB in allen Fallen, in denen der Ent- 
eisenung nicht ein einheitliches Eisenporphyratin, sondern ei: 
(semisch von Eisenporphyratinen unterworfen wird, das ent 
stehende Porphyringemisch vor seiner niheren Untersuchun: 
nach den oben beschriebenen, hier erprobten Methoden, ge- 
trennt werden mug. Es sei hervorgehoben, daB dies: 
von uns eingetithrte Methode der Enteisenung und die 
Prifung des dabei entstehenden Porphyringemische: 
nach den oben beschriebenen Verfahren bislang die 
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einzige sichere Méglichkeit bietet, um ein Gemisch 
solcher Kisenporphyratine zu entwirren, die in ihren 
spektrochemischen 


Reaktionen einander 


Bislang ist kein rein chemisches Ver- 


ejnfachen 
sehr ihnlich sind.?) 
‘ahren aufgefunden worden, mit dem man unter 1 mg liegende 
Mengen eines Gemisches zweier Kisenporphyratine trennen, 
ceschweige denn dessen verschiedene Bestandteile identifizieren 
kinnte! 

Um auch den Fernerstehenden eine Vorstellung von den 
bei solchen spektrochemischen Arbeiten vorliegenden Beob- 
achtungsverhiltnissen zu geben, sei erwihnt, daB bei gut ab- 
vegrenzten Absorptionsstreifen, wie sie bei den Porphyrin- 
spektren bestehen, schon ein Ortsunterschied von 1 wu ohne 
Schwierigkeit festgestellt werden kann, wenn man sich eines 
GittermeBspektroskops bedient, das die von mir erprobte und 
empfohlene optische Kinrichtung und MeBvorrichtung hat.’) 
Nachstehende 'Tabellen unterrichten iiber die zwischen den 
Spektren obiger Porphyrine in schwach essigsiurehaltigem 
Ather bzw. ihrer Kisenporphyratine in mit wenig Hydrazin- 
hydrat versetztem Pyridin bestehenden Unterschiede: 


1 


|. Lésungen in schwach essigsiurehaltigem Ather. 














Hauptstreifen | Hiématerinsiiure | Koproporphyrin | Kopratoporphyrin 
Se 632,5 623,6 §21,3 
II. 515,4 568,4 566,2 
III. 535,6 Max. = 526,38 523,8 
Mitte = 528,7 
LV. ;  etwa 502.2 etwa 495,0 etwa 492,5 








') Fiir die physiologischen Eisenporphyratine der Faeces (Himatin 
und Kopratin) liegen die Verhiiltnisse insofern ausnahmsweise giinstig, 
als der betriichtliche Ortsunterschied ihrer Spektra in hydrazinhaltigem 
Pyridin es erméglicht, beide ohne weiteres nebeneinander zu erkennen, 
sofern das Gemisch beide in ihnlichen Mengen enthilt. 

*) Vel. auch die Abhandlung iiber das GittermeBspektroskop 
nach Loewe-Schumm auf §. 58. 
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2. Lésungen der aus obigen Porphyrinen durch Eisenyy 
kiinstlich dargestellten Eisenporphyratine in wenig Hy, 
zinhydrat enthaltendem Pyridin. 

















§ aa ~ 

| Himaterin- Kopro- Koprato- 

t * Ld 7 . 

i  siiure porphyrin porphyr 
Hauptstreifen . . . . .., 557,2 547,3 545,2 
Nebenstreifen . a etwa 526,1 | etwa 518,3 | etwa 51: 





3. Mit wenig Hydrazinhydrat versetzte Pyridinlésune 





+ mewn 


o-Himatin Kopratin 








co ee ee | 557,5 545, 
Nebenstreifen . | etwa 527,0 etwa 51! 


Die zur Anwendung der spektrochemischen Farbsto’. 
analyse auf klinisches und iorensisches Material erforderliche: 
Kinzelvorschriften werden nebst den Wellenlingentabellen {i 
die wichtigsten spektrochemischen Reaktionen demniichst \ 
Verfasser an anderer Stelle ausfiihrlich mitgeteilt werden. 
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Fig. 3, Spektrum :). Pyridinextrakt aus Oberhefe. 
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